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Abstrakt
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Barbora PSencikova

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj HPLC metody pro hodnoceni metabolitd tryptofanu

Esencidlni aminokyselina tryptofan je prekurzorem mnoha biologicky aktivnich
latek. V poslednich letech bylo zjisténo, ze se metabolity tryptofanu ucastni patogeneze
mnoha onemocnéni, véetné neurodegenerativnich chorob, psychiatrickych poruch,
autoimunitnich nemoci nebo rakoviny. Z toho diivodu jsou potiebné analytické metody,
které jsou schopny soucasn¢ detekovat tryptofan a jeho metabolity.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout optimalni HPLC metodu pro hodnoceni
tryptofanu a jeho metabolitd (kynureninu, kyseliny kynurenové, serotoninu
a 5-hydroxyindol-3-octové kyseliny) a prozkoumat moZnosti hodnoceni kyseliny
chinolinové a melatoninu.

Chromatografickd separace byla provedena pomoci kolony Supelco Ascentis
Express F5, velikost ¢astic 2,7 um, 15 cm % 3 cm, za pouziti spektrofotometrické a
fluorescenéni detekce. Parametry detekce byly: pro kynurenin UV detekce 369 nm,
254 nm, fluorescencni detekce Ex/Em: 369/475; pro kyselinu kynurenovou UV detekce
244 nm; pro tryptofan UV detekce 300 nm, fluorescencni detekce Ex/Em: 280/334; pro
serotonin UV detekce 280 nm, fluorescencni detekce Ex/Em: 280/334, pro kyselinu
5-hydroxyindol-3-octovou UV detekce 276 nm, fluorescencni detekce Ex/Em: 276/333.

Byly testovany rtzné typy mobilnich fazi. Konecnd mobilni faze se skladala
z vody + acetatového pufru 0,IM pH 3,5/acetonitril v poméru 92/8. Separace byla
provedena izokratickou eluci. Pritok byl stanoven na 0,5 ml/min a teplota kolony byla
nastavena na 30 °C. Nastfikovany objem byl 20 pl a celkova analyza trvala 10 min.
Metoda byla déle validovana dle smérnic FDA a vSechny validované parametry byly

v pfijatelném rozmezi.

Klicova slova: tryptofan, kynurenin, kyselina kynurenova, serotonin, kyselina

5-hydroxyindol-3-octova, kyselina chinolinové, melatonin, HPLC



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis

Candidate: Barbora PSencikova

Supervisor: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.

Title of thesis: Development of HPLC method for evaluation of tryptophan metabolites

The essential amino acid tryptophan is a precursor of several important bioactive
compounds. In recent years it was found out that tryptophan metabolites are involved in
the pathogenesis of many diseases, including neurodegenerative and psychiatric
disorders, autoimmune diseases, or cancer. Therefore, the analytical methods for
simultaneous determination of tryptophan and its metabolites are highly required.

The purpose of this diploma thesis was to develop an optimal HPLC method for
determination of tryptophan and its metabolites (kynurenine, kynurenic acid, serotonin
and 5-hydroxyindole-3-acetic acid) and to consider all the possible options of
determination of quinolinic acid and melatonin.

The chromatographic separation was carried out by Supelco Ascentis Express F5
column, 2.7 um particle size, 15 cm x 3 mm, using spectrophotometric and fluorescence
detection. Parameters of detection were for kynurenine UV detection 369 nm, 254 nm,
fluorescence detection Ex/Em: 369/475; for kynurenic acid UV detection 244 nm; for
tryptophan UV detection 300 nm, fluorescence detection Ex/Em: 280/334; for serotonin
UV detection 280 nm, fluorescence detection Ex/Em: 280/334, for 5-hydroxyindole-3-acetic
acid UV detection 276 nm, fluorescence detection Ex/Em: 276/333.

Various types of mobile phases were examined. The final mobile phase consisted
of water + acetate buffer 0.1M pH 3.5/acetonitrile in a ratio 92/8. The separation was
performed by isocratic elution. The flow rate was determined at 0.5 ml/min and the
column temperature was set to 30 °C. The injection volume was 20 pl and total routine
took 10 min. Furthermore, the method was validated according to FDA guidelines and all

the validated parameters were within acceptable ranges.

Key words: tryptophan, kynurenine, kynurenic acid, serotonin, 5-hydroxyindole-3-acetic

acid, quinolinic acid, melatonin, HPLC



1 UVOD

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem HPLC metody pro hodnoceni metaboliti
tryptofanu pfi riznych chromatografickych podminkach.

Tryptofan je jednou z dvaceti zakladnich aminokyselin, které jsou piitomny
v lidském organismu a slouzi jako hlavni stavebni slozka pro syntézu bilkovin. Tryptofan
je predmétem mnoha védeckych zkoumani zejména kviili celé fad¢ biologicky aktivnich
latek, na které je pfeménovan. Kromé jiz diive dobie znamého serotoninu a melatoninu,
je v soucasnosti pozornost zaméiena piedevsim na metabolity pochazejici z kynurenové
dréhy, kterd je blize popsadna v teoretické ¢asti.

Tryptofan a jeho metabolity se uplatiiuji zejména v patogenezi onemocnéni
centralniho nervového systému vcetné neurodegenerativnich a psychiatrickych poruch.
Vyznamnou ulohu hraji také ve vyzkumu rakoviny a autoimunitnich chorob. Vzhledem
k podstatné roli tryptofanu a jeho metaboliti v mnoha patologickych procesech a jejich
studiich, je nezbytnd potteba stanoveni hladin téchto latek v krvi.

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie patii v souCasnosti mezi nejéastéji
pouzivané separacni metody nejen v oblasti analyzy 1éCiv, ale také v potravinarském
primyslu nebo kontrole kvality Zivotniho prostfedi. V teoretické ¢asti jsou popsany jeji
dalsi vyhody a uvedena jeji specifikace.

Experimentalni ¢ast prace se zaméfuje na optimalizaci chromatografickych
podminek za pouziti kombinace spektrofotometrické a fluorescencni detekce. Pti vyvoji
metody bylo testovano nékolik typh chromatografickych kolon s riznym typem sorbentu
a cela fada mobilnich fazi. Vyvinutd metoda byla validovana dle oficidlnich smérnic

a umoziuje analyzu tryptofan a jeho metabolitti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Analyzované latky

2.1.1 Tryptofan
Systematicky ndzev: kyselina (S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanova !
Sumdrni vzorec: C11H12N20; !

Tryptofan patii mezi esencialni aminokyseliny, které N
nemohou byt syntetizovany v lidském téle, a proto musi byt
pfijimany potravou. Je nezbytny pro syntézu proteini (méné i
nez 1 %) a celé tady bioaktivnich latek, jako jsou kynurenin,
serotonin, melatonin nebo nikotinamidadenindinukleotid COOH
(NAD"), > Obr. 1 Struktura tryptofanu

Doporuc¢ena denni davka tryptofanu v potravé se pohybuje v rozmezi
250 — 425 mg/den, coz je asi 3,5 — 6 mg/kg/den. U déti a novorozencii by mél byt piijem
tryptofanu vyssi, asi 12 mg/kg/den. Vyznamnymi zdroji tryptofanu jsou: vejce, mléko,
maso (zejména kruti a kufeci), sjové boby, ovesné vlocky, brambory a ofechy. *°

Jedna se o bily nebo téméf bily krystalicky nebo amorfni prasek, ktery je mirné
rozpustny ve vodé a téZce rozpustny v 96% ethanolu. Rozpousti se ve zfedénych roztocich
alkalickych hydroxid® a mineralnich kyselin. '

Tryptofan a jeho metabolity hraji dilezitou Glohu v celé fadé onemocnéni vcetné
neurodegenerativnich onemocnéni (Alzheimerova, Parkinsonova a Huntingtonova
choroba), autoimunitnich onemocnéni (roztrouSend skler6za, revmatoidni artritida)
a kardiovaskularnich onemocnéni. Dfive byl nedostatek tryptofanu a niacinu spojovan
zejmeéna s pelagrou. Niacin (vitamin B3) se tvoii z tryptofanu, ale vyznamnéjSim zdrojem
pro organismus je potrava. %7

V soucasnosti roste vyznam tryptofanu predevsim v oblasti vyzkumu duSevnich
poruch, zejména schizofrenie a deprese. Pfibyvaji navic ditkkazy, které poukazuji na roli
tryptofanu v patogenezi naddoru mozku a dalSich typa rakoviny, jako je kolorektalni

karcinom, rakovina prsu a mo¢ového méchyte. %8

2.1.1.1 Metabolismus tryptofanu

Tryptofan je metabolizovan dvéma hlavnimi drédhami, kynurenovou

a methoxyindolovou. Methoxyindolovou cestou je katabolizovano pouze asi 5 %



potravou piijatého tryptofanu za vzniku serotoninu a melatoninu, dalSich 95 % je potom
odbouravano pomoci drahy kynurenové. ¢

Hydroxylaci tryptofanu vznika 5-hydroxytryptofan, ktery je dekarboxylovan na
serotonin. Syntéza serotoninu probiha v neuronech (piedevs§im v oblasti hypotalamu,
mozkového kmene a epifyzy), v n€kterych bunkach traviciho traktu a v krevnich
destickach. V epifyze vznikd ze serotoninu melatonin. Serotonin je degradovan
monoaminooxidazou na 5-hydroxyindol-3-octovou kyselinu, ktera se vylu¢uje moéi. 7°

Kvantitativné vyznamnéjsi je pfeména tryptofanu na N-formylkynurenin pomoci
indolamin 2,3-dioxygenasy (IDO) a tryptofan 2,3-dioxygenasy (TDO). Zatimco IDO je
pritomna ve vsSech bunkéach (nejvice v placenté, plicich a ve stfevech), TDO je
exprimovana hlavné v jatrech. N-formylkynurenin je dale metabolizovan na kynurenin,
ktery miize byt katabolizovan za vzniku kyseliny anthranilové, 3-hydroxykynureninu
nebo kynurenové kyseliny. & 87

Dalsi katalyza 3-hydroxykynureninu potom vede ke vzniku kyseliny chinolinové,
ktera je prekurzorem NAD", ptipadné ke vzniku kyseliny pikolinové. Syntéza NAD"
a nikotinamidadenindinukleotid fosfatu (NADP™) z tryptofanu piedstavuje pouze zlomek
jejich potieby. &7

Kynurenova draha poskytuje né¢kolik neuroaktivnich latek, kterymi jsou kyselina
kynurenova, kyselina chinolinovd, 3-hydroxykynurenin a 3-hydroxyanthranilova
kyselina. Zatimco kyselina kynurenova je antagonistou N-metyl-D-aspartitovych

(NMDA) receptori a je znadma jako neuroprotektivni agens, ostatni latky jsou

neurotoxické. &7
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2.1.2 Metabolity tryptofanu

2.1.2.1 Kyselina chinolinova

Systematicky ndzev: pyridin-2,3-dikarboxylova kyselina !!
Sumarni vzorec: C7HsNO4 !

Chinolinova kyselina je excitotoxickd a pisobi jako agonista na NMDA
receptorech. Krom¢ vlastni toxicity potencuje také excitotoxicitu glutamatu, narusuje
integritu hematoencefalické bariéry a piispiva k produkci volnych kyslikovych radikald. ®

Ve zdravé tkani je jeji koncentrace v mozku nizka ve srovnani s krvi a tkanémi.
V ptipadé zanétlivé imunitni reakce dochazi k dramatickému nartstu hladiny kyseliny
chinolinové. Jeji zvySena hladina hraje roli v patogenezi mnoha onemocnéni,
napft. v pfipadé Huntingtonovy choroby, Alzheimerovy choroby, roztrouSené sklerdzy

nebo epilepsie. &3

2.1.2.2 Serotonin (5-hydroxytryptamin)
Systematicky ndzev: 3-(2-aminoethyl)-1H-indol-5-ol '2

Sumdrni vzorec: C1oH12N20 '

Serotonin je biogenni amin, ktery je pfitomny v mozku, ale také na periferii.
Serotonin v mozku ptedstavuje pouze asi 5 % z celkového obsahu serotoninu v téle
a slouzi jako neurotransmiter. Reguluje mnoho biologickych pochodl véetné chovani,
uceni, apetitu a glukézové homeostazy. Zbyvajicich 95 % serotoninu je produkovéano
v perifernich orgénech, pfedevsim stfevnimi bunikami. Periferni serotonin hraje klicovou

roli pi regulaci homeostazy glukdzy a lipidd. 3

2.1.2.3 Melatonin
Systematicky ndazev: N-[2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl]acetamide '*

Sumdrni vzorec: C13HigN20> 14

Melatonin je hormon produkovany ptfedevSim epifyzou, avSak syntetizovan je
ivjinych organech a bunkdch (sitnice, buiikky kostni diené, krevni desticky,
gastrointestindlni trakt). Jeho sekrece dosahuje vrcholu uprostied noci a k ranu se

postupné snizuje. Melatonin se podili na regulaci cirkadialnich rytmt, podporuje imunitni

-----

neuroprotektivni G¢inky a plisobi proti rakovinnym burikdm. !> 16

12



Sekrece melatoninu klesd v pribéhu starnuti. Snizené hladiny melatoninu jsou
pozorovany také u nekterych onemocnéni, jako je demence, poruchy nalady, rakovina

nebo diabetes mellitus 2. typu. !’

2.1.3 Vyuziti tryptofanu a jeho metabolitii jako potencionalnich 1éCiv
Zejména kynurenova draha je v soucCasnosti pfedmétem mnoha biomedicinskych
vyzkumi. Zasahem do jejiho priubéhu lze ovlivnit celou fadu pochodt v lidském téle,
které jsou spojeny mimo jiné se zanétlivymi onemocnénimi. Zanét muze pii téchto
onemocnénich vznikat primarng, ale i sekundarné (u degenerativnich onemocnéni). *°
Pti vyvoji 1é¢iv, regulujicich priabéh kynurenové drahy, rozeznavame dva hlavni
pfistupy. Jednou z moznosti je vyvoj analog kynureninu piisobicich neuroprotektivné.
Dalsi cil je potom zaméfen na inhibici klicovych enzymil syntézy neurotoxickych

metabolitil, pfedevsim kyseliny chinolinové. *°

Jednim ze zkoumanych analog je tranilast. Jedna se . S
| |
o analog kyseliny anthranilové, ktery dokaZe inhibovat IgE | r,f“l*\,;;;l\ -
I :
indukované uvoliiovani histaminu z mastocytl.. Pouzivé se B oot

v terapii  zanétlivych onemocnéni vcetné bronchidlniho M
astmatu, atopické dermatitidy a alergické konjunktivitidy. g i
Do budoucna se predpoklada jeho ptinos také v 1écbé dnavé T/
artritidy, neurodegenerativnich onemocnéni nebo diabetu p,- 3 Syuktura tranilastu
mellitu 2. typu. & 12

Nejvyznamnéj$im cilem pusobeni 1é¢iv v kynurenové draze je kynurenin
monooxygenasa (KMO), jejiZ exprese se zvySuje pusobenim prozéanétlivych cytokini.
Jeji inhibici dochdzi jednak ke snizeni syntézy neurotoxickych metabolith
3-hydroxykynureninu a kyseliny chinolinové, ale také vzestupu hladiny neuroprotektivni
kyseliny kynurenové a kyseliny anthranilové. Inhibitory KMO by mohly znamenat novy
piinos v 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni a schizofrenie. > *

Dal§imi vyznamnymi inhibitory jsou inhibitory IDO, jejiZz exprese je ovlivnéna
zejmeéna cytokiny a oxidem dusnatym. Inhibitory IDO by mohly byt pfinosné v terapii
rakoviny, autoimunitnich chorob, neurologickych poruch a neurodegenerativnich

onemocnénich. > ©
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2.1.4 Fyzikalné chemické vlastnosti tryptofanu a jeho metaboliti

Tab. 1 Fyzikdlné chemické vlastnosti tryptofanu a jeho metaboliti (hodnoty pKa a log P
byly vypocitany pomoci programu ChemDraw 18.0 s vyjimkou pKa melatoninu) '% 1113 18-21

Latka M [g/mol] pKa log P

tryptofan H
Vi 10,012
il 204,229 0,32
2,094

COCH

y, 10,456
Ho 176,218 0,51
9,741

NH,
melatonin

H3C /; 16,51
o 232,283 0,71
- 0,69

NH CH,

-

]

serotonin

5-hydroxyindol-3-octova

kyselina 9 932
191,186 0,69
4,135
HO
COQH

Kynurenin NH,

9,076
SooH 208,217 - 0,82
2,087
kynurenova
kysellna 7.659
189,170 1,71
2,958
COOH

chinolinova kyselina

COOH 2,317
~ 167,120 0,23

| 2,697
//’

COOH
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2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

2.2.1 Obecna charakteristika

v

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) patii mezi nejrozsifenc;si
separacni metody. Soucasné¢ umoziuje kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. Mezi dalsi
vyhody patii také rychlost a citlivost analyzy, spotieba pouze malého mnozstvi vzorku

a moznost automatizace. 2

2.2.2 Princip separace

Separace je zalozena na rozdilné distribuci analyzovanych latek mezi dvé
nemisitelné faze: mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou). Pfi déleni latek
dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy mezi témito dvéma fazemi. Mobilni fazi
je v ptipadé HPLC vzdy kapalina, zatimco jako stacionarni faze slouzi bud’ tuha latka
nebo kapalina ukotven4 na pevném nosi¢i. 2*

Kapalinova chromatografie vyuziva vSechny zakladni principy separace latek ze
smési. Zalozena je zejména na mechanismu adsorpce, rozdélovani, vyméné iontu,

vylu€ovani nebo stereochemickych interakcich. !

2.2.3 Instrumentace v HPLC

Kapalinovy chromatograf se sklada z téchto ¢asti:

e Zasobniky mobilni faze gy

Chromatagram
Pk = Ydow, Ited, e

v v W
e Degasser (odplynovac) o
AuloSamper
° Smé§0vaé Sample Mansger — .
)
;v Computer Data Station
e Vysokotlaké Cerpadlo ='
, , ”.‘GS:?:-':ELSEI Samgie
e Autosampler/manudlni Reservo
Pump Detector
7 4 . Solvent Manager
davkovaci ventil Solven Delvery System
4 Waste
e Chromatografickd kolona
e Detektor Obr. 4 Zdkladni schéma HPLC systému *°

Pocita¢ a software 2*

Mobilni faze je do systému ptivadéna z jednoho nebo vice zasobnikt, které jsou
vybaveny specialnimi filtry slouzicimi k zachyceni necistot pfed vstupem mobilni faze
do systému. Mobilni faze mize mit bud’ konstantni sloZeni pfi pouZiti izokratické eluce

nebo proménlivé, v ptipadé eluce gradientové. 2
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K odstranéni rozpusténych plyni v mobilni fazi a ke snizeni moznosti vzniku
bublin v systému béhem separace se pouziva odplynovac¢ neboli degasser. Odplynéni
mobilni faze je dulezité predevsim u vody a ostatnich polérnich rozpoustédel, a to
zejména pfi gradientové eluci. 2

V ptipad¢ izokratické eluce je mobilni faze vedena ze zasobniku do vysokotlakého
Cerpadla. Pokud se jedna o eluci gradientovou, jsou jednotlivé slozky mobilni faze
nejprve smiseny ve smeéSovaci, ktery je umistén pred vysokotlakym ¢erpadlem, ptipadné
muze byt kazda slozka mobilni faze pfivadéna pomoci vlastniho vysokotlakého cerpadla
do smé$ovaci komtirky pied kolonou. 2

Mobilni faze je dale unasena pies davkovaci zatizeni do chromatografické kolony.
KazZdou kolonu tvoii télo a koncovka. Obvykle jsou pouZivany kolony o vnitinim
priméru 2,1 az 5 mm, délce 10 az 300 mm a plnéné ¢asticemi o velikosti 1 az 10 um. 2

Déavkovaci zafizeni je schopno pracovat pii vysokém tlaku. Vzorek muze byt
davkovan bud’ manudlnim smyckovym, nebo automatickym davkovacem
(tzv. autosamplerem), ktery je v dneSni dob€ vyuzivan daleko Castéji. Autosampler je
spojen se zasobnikem vzorkl, ve kterém jsou umistény sklenéné nebo plastové vialky
(nejéastéji o objemu 2 ml). 12

Vzorek je pomoci mobilni fize unaSen na kolonu, kterd je pfimo spojena
s detektorem. Za detektorem miiZze byt na vystupu zafazen jeSté sbérac jednotlivych
frakei. Signdl z detektoru je veden do pocitace, kde je vyhodnocovan pomoci vhodného

softwaru. 24

2.2.4 Stacionarni faze

Stacionarni faze je népln chromatografické kolony, na které dochézi k separaci.
Mezi obecné pozadavky, které by stacionarni fdze mély spliovat, patii chemicka
ateplotni stabilita, nesmi reagovat s mobilni fazi a ani se vni rozpoustét. Podle
chemického sloZeni Ize stacionarni faze rozd¢lit na: stacionarni fize na bazi silikagelu,
na bazi kovovych iontl, polymerni staciondrni faze, hybridni stacionarni faze

a stacionarni faze na bazi grafitového uhliku. **

2.2.4.1 Stacionarni faze na bazi silikagelu

Nejdéle pouzivanou staciondrni fazi v HPLC je nemodifikovany silikagel, na jehoz
povrchu jsou ptistupné silanolové skupiny, které umoziuji navazani celé fady ligandu.

Mezi vyhody silikagelu patii vysoka mechanickd odolnost, kterd umoznuje separaci za
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vysokych tlakl a také inertnost v pfitomnosti organickych rozpoustédel. Nevyhodou je
rozpustnost silikagelovych ¢astic pti pH vyssim nez 8 a hydrolyza povrchové vazanych

skupin p¥i pH niz§im nez 2. Pisobenim vyssi teploty dochazi k degradaci silikagelu. 2% %’

2.2.4.2 Stacionarni faze na bazi kovovych ionti
Oproti silikagelu je jejich vyhodou daleko lepsi chemicka stabilita. Uplatnéni maji
zejména: oxid zirkonicity, oxid hlinity a oxid titaniCity. Lepsi stabilita umoziiuje praci

v celém rozsahu pH a pfi vysokych teplotach. 24

2.2.4.3 Polymerni stacionarni faze

Vyhodou polymernich stacionarnich fazi je stabilita v celém rozsahu pH a vysoka
teplotni stabilita. Omezenim muZze byt niz§i maximalni pracovni tlak na kolon¢
a smr$t'ovani nebo bobtnani ¢astic polymeru pii pouziti mobilni faze s vysokym obsahem
vody. Nejcastéji jsou vyuzivany kopolymer styrenu a divinylbenzenu nebo

polyvinylalkohol a metakrylaty. 619

2.2.4.4 Hybridni stacionarni faze
Kombinaci anorganického silikagelu a organického organosilanu vznikly hybridni
stacionarni faze. Spojuji vyhodné vlastnosti silikagelu a polymeru, kterymi jsou vysoka

mechanicka, chemicka i teplotni stabilita. 2*

2.2.4.5 Stacionarni faze na bazi grafitového uhliku

Tyto stacionarni faze maji velmi dobrou mechanickou odolnost
a chromatografickou uc¢innost. Dal$i vyhodou je jejich stabilita v celém rozsahu pH a také

vii¢i vysokym teplotiam. %*

2.2.5 Zakladni separa¢ni mody

2.2.5.1 Chromatografie na normalnich fazich (NP-LC)

Pro separaci jsou pouzivany polarni stacionarni faze, nejcastéji tvoreny Cistym
silikagelem, ktery maze byt také modifikovan polarni funkéni skupinou (-CN, -NHo, diol,
PEG, -NO2). Mobilni faze je obvykle méné polarni nez faze stacionarni. Nejcastéji se

pouzivaji organicka nepolarni rozpoustédla. >+ 28
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Mechanismus retence je zaloZzen na soutézi mezi délenou latkou a mobilni fazi
o adsorp¢ni mista na povrchu sorbentu. Retence latek na koloné se zvySuje s klesajici

polaritou mobilni faze, a tak jsou polarni analyty zadrzovany silngji nez nepolarni. 242

2.2.5.2 Chromatografie na reverznich fazich (RP-LC)

Chromatografie na reverznich fazich vyuziva polarni mobilni fazi, kterou obvykle
tvofi smés vody s piidavkem pufru a polarniho organického rozpoustédla, nejcastéji
methanolu nebo acetonitrilu. Tato rozpoustédla jsou nejvice preferovana kvili svym
vyhodnym vlastnostem, jako je dobrd misitelnost s vodou, nizka viskozita, mala
absorbance pfi nizkych vinovych délkach a nizka chemicka reaktivita. Elu¢ni sila mobilni
faze roste s klesajici polaritou organického rozpoustédla. 2+ %°

Stacionarni fdze vykazuji nepolarni charakter. Obvykle se jednd o silikagel
modifikovany pomoci uhlikové slozky C18. Dals$imi typickymi ligandy jsou: C8, fenyl,
pentafluorofenyl nebo pentafluoroalkyl. Hlavnim retenénim mechanismem jsou
nespecifické molekulové interakce mezi analytem a sorbentem. Mén¢ polarni analyty
jsou vice zadrzovany na stacionarni fazi a pofadi eluce je opacné ve srovnani
s chromatografii na normalni fazi. >

Chromatografie na reverzni fazi je kvuli své univerzalnosti v soucasnosti nejvice

vyuzivanou technikou kapalinové chromatografie. **

2.2.5.3 Iontové vyménna chromatografie (IEC)

Pfi iontové vymeénné chromatografii jsou nabité slouceniny zadrZzovany na
stacionarni fazi (ménici), ktera je nejCastéji tvofena polymerem s navazanymi iontovymi
skupinami. Retence latek je umoZnéna dvéma mechanismy. Dochézi k distribuci analytu
mezi mobilni a stacionarni f4zi podobné jako pii chromatografii na reverzni fazi a dale
také k elektrostatickym interakcim ionizovanych funk¢nich skupin sorbentu a opacné
nabitych iontdl v mobilni fazi. 26

Iontové vyménnou chromatografii 1ze pouZit k separaci iontli, ale mnohem castéji
je vyuzivana k oddélovani organickych kyselin a zasad, kter¢ jsou ionizovany ptisobenim

vhodného pH mobilni faze. %

2.2.5.4 Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)

Hydrofilni interakéni chromatografie poskytuje alternativni ptistup k efektivni

separaci malych polarnich slouenin na polarnich stacionarnich fazich. Stejné jako
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NP-LC, pouziva HILIC tradi¢ni polarni stacionarni faze, zatimco mobilni faze je podobna
rezimu RP-LC. HILIC umoziiuje také analyzu nabitych latek podobné jako IEC. 28
HILIC ma oproti chromatografii na normalni stacionarni fazi mnoho vyhod. Je
vhodna pro analyzu slozitych smési latek, které se v RP-LC eluuji blizko mrtvého
reten¢niho Casu. Polarni slouc¢eniny jsou navic dobfe rozpustné ve vodné mobilni fazi,
coz piekonava nevyhody $patné rozpustnosti, se kterou se Ize setkat v NP-LC. 8
Stacionarni faze je nejCastéji tvofena Cistym silikagelem nebo silikagelem
modifikovanym poldrnimi funk¢énimi skupinami. Mobilni faze obsahuje s vodou
misitelnd rozpoustédla, nejcastéji acetonitril s malym piidavkem vody. Piedpoklada se,
ze dochazi k tvorbé tenké vrstvy vody na povrchu staciondrni faze. Analyt se potom
rozdéluje mezi tuto vrstvu vody a mobilni fazi, kde je naopak vody nedostatek. 2
Hydrofilni interak¢éni chromatografie se etablovala jako separacni rezim volby pro
nenabité¢ vysoce hydrofilni a amfifilni slouceniny, které jsou pfili§ polarni na to, aby
vykazovaly dobrou retenci v RP-LC a nemaji dostateCny naboj, ktery by umozioval

efektivni retenci v IEC. 2

2.2.5.5 Molekulova vylu¢ovaci chromatografie (SEC)

Vylucovaci neboli gelova chromatografie spo¢iva v separaci latek na zéklad¢ jejich
velikosti. Jako staciondrni faze slouzi polymerni gel s pory o urcité velikosti. Mobilni
fize unasi analyty rtiznou rychlosti kolonou. 2

Molekuly, vétsi nez pory gelu, nemohou pronikat do pora a prochazeji pres kolonu
stejnou rychlosti jako mobilni faze. Objevuji se na chromatogramu jako prvni, protoze
dochdzi k jejich stérické exkluzi. Malé molekuly jsou zadrzovany nejvice, protoze
nastava jejich permeace. Pohybuji se kolonou nejpomaleji a eluuji se jako posledni. 26

Metoda je vhodna pro skupinové separace latek s velkym rozdilem molekulovych
hmotnosti, k frakcionaci (rozdéleni smési na zdkladé distribuc¢nich konstant) a slouZzi také

ke stanoveni molekulové hmotnosti. 2*

2.2.6 Kolony pouzité v experimentalni ¢asti

2.2.6.1 Kolona Kinetex HILIC

Jedna se o kolonu vyplnénou ¢asticemi typu core-shell, které jsou tvofeny pevnym

jadrem a poréznim povrchem. Pevné jadro znemoznuje difuzi analytu dovnit, coz vede
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v kombinaci s rovnomérnou distribuci castic ke vzniku kolony s vysokym poctem
teoretickych pater. 33!

Mezi vyhody kolon s ¢asticemi typu core-shell tak patii zejména vyssi ucinnost bez
tvorby vysokého zpétného tlaku, lepSi rozliSeni a rychlej$i separace v porovnani
s kolonami s plné poréznimi ¢asticemi. Dal§i vyhodou miize byt také nizs$i spotieba
rozpoustédel. 33!

Princip HILIC byl jiz dfive popsan (kapitola. 2.2.5.4).

2.2.6.2 Supelco Ascentis Express F5

Stejné jako v predchozim piipadé€ se jedna o kolonu s ¢asticemi s pevnym jadrem
a poréznim povrchem, v tomto p¥ipadé oznatované jako fused-core. Castice jsou tvofeny
pevnym jadrem o priméru 1,7 pm a poréznim obalem 0,5 pm. Celkova velikost je tedy
2,7 um. Utinnost kolony je srovnatelna s kolonami plnénymi &asticemi mens$imi nez
2 pm, ale nartst tlaku na koloné& je poloviéni. 32

Sorbent tvoifi pentafluorofenylpropylova (PFP) stacionarni faze, kterd kromé
separace v reverznim médu umoziuje také separaci v rezimu HILIC. PFP se sklada
z fenylového kruhu, ktery je v disledku substituce péti fluory elektrondeficitni. Kromeé
tvorby m-m a stérickych interakci se uplatnuji také interakce polarni. Kolonu Ascentis

Express F5 Ize pouzit pro bazické, kyselé nebo neutralni slou¢eniny.

2.2.6.3 Supelco Discovery HS F5

Stacionarni faze je v tomto piipad¢ tvofena plné poréznimi ¢asticemi o velikosti
5 pm. Kolona proto vykazuje mensi separacni €innost v porovnani s kolonou Supelco
Ascentis Express F5. Stacionarni faze je tvofena silikagelem s navazanymi PFP fetézci,
poskytujici separace v reverznim i HILIC médu. **

Latky se obvykle eluuji s podobnym retencnim ¢asem jako na kolonach C18, a
proto je vétSina metod snadno pfenosna. Kolona Discovery HS F5 vynika velmi dobrou
selektivitou, reprodukovatelnosti, retenci a rozliSenim pro polarni analyty i dlouhou
zivotnosti. Mimo jiné poskytuje vhodné separa¢ni podminky také pro analyty, které
nejsou zadrzovany na reverzni fazi C18. Je vhodna pro analyzy, v nichz je pouzito vysoké
procento vodné slozky v mobilni fazi. 334
Kolona pouzitd v této diplomové praci byla jiz dfive vyuZita pfi vyvoji jinych

metod, nebyla tedy zcela nova.
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2.2.7 Detektory

Detektory jsou diilezitou soucasti HPLC systému. Jsou odpovédné za pireménu
chemické nebo fyzikdlni veliCiny na méfitelny signdl. Na zékladé typu pouzitého
detektoru se odviji citlivost a selektivita celé analyzy. 233

Idealnimi vlastnostmi HPLC detektoru, které vsSak zadny z nich nespliuje,
jsou: vysoka citlivost a predvidatelnost, univerzalnost pro vSechny analyty, specifita,
linearita, spolehlivost a snadnost pouziti, zadny piispévek k mimokolonovému
rozmyvani zon, nedestruktivnost, signal nezavisly na slozeni mobilni faze, zméné teploty
a pratoku a kvalitni informace pro detekované piky. >

Mezi nejvice pouzivané detektory patii detektory spektrofotometrické, hmotnostni,
fluorescenc¢ni, elektrochemické, refraktometrické a chemiluminiscenc¢ni. V posledni dobé
v podobé vysoké citlivosti a univerzalnosti. Pokles naopak zaznamenava vyuziti

detektort refraktometrickych. 2*

2.2.7.1 Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory jsou nej€astéji pouzivanymi detektory v HPLC.
Detekce je zaloZena na absorpci zafeni v oblasti ultrafialového a viditelného svétla, tedy
vrozsahu vlnovych délek 190-800 nm. Kbvantitativni vyhodnoceni umoZziuje
Lambert-Beertiv zakon, ktery udava vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy, koncentraci
vzorku a velikosti absorpce, vyjadienou jako absorbance. 2+ %

Kromé& vzorku, je pro optimalni citlivost a linearitu dilezity vybér rozpoustédla
a mobilni faze. Nékterd rozpoustédla neni moZné pouzit, protoZe zvlaStné pii nizkych
vlnovych délkach se miiZe projevit jejich vlastni absorpce. °

Existuji Ctyfi typy spektrofotometrickych detektort: detektory s fixni vlnovou
délkou, které¢ jsou levné a jednoduché, ale dnes se vyuzivaji jen v omezené mife,
detektory s ménitelnou vinovou délkou, detektory s programovatelnou vinovou délkou

a detektory s diodovym polem, které snimaji celé spektrum v realném case. 2+ 3

2.2.7.2 Fluorescencni detektory

Fluorescence je druh luminiscence, tedy schopnost latky vyzafovat svétlo.
NejcCastéji nastava pii navratu elektronu z excitovaného stavu na zakladni energetickou
hladinu. Fluorescen¢ni detektory jsou zalozeny na méfeni sekundarniho, emisniho zafeni,

které latka vydava po absorpci primarniho, excitaéniho zafeni o vys$i energii (nizsi
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vlnové délce). Zavislost intenzity fluorescence na vinové délce emitovanych fotont
vyjadiuje emisni spektrum, zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce excitacniho
zafeni, spektrum excitacni. Rozdil mezi vlnovymi délkami excitatniho a emisniho
maxima se oznac¢uje jako Stokestiv posun. 3> 3¢

Fluorescencni detektory se pouzivaji pro latky vykazujici pfirozenou fluorescenci
nebo pro ty, které je mozné derivatizaci s vhodnymi €inidly pfevézt na latky fluoreskujici.
Moderni fluorescencni detektory umoznuji za pomoci monochromatoru nastavit vinovou
délku excitatniho 1 emisniho zafeni pro dosazeni maximalni citlivosti detekce
jednotlivych analyzovanych latek. Fluorescenéni detektory jsou méné univerzalni nez
spektrofotometrické detektory, ale jsou citlivéjsi a selektivnéjsi. Vyhodou je také moznost

jejich pouziti pti gradientové eluci. 2

2.2.7.3 Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory jsou zalozeny na méfeni uréité elektrické veli¢iny,
ktera se méni v zévislosti na prichodu latky pritokovou celou detektoru. Pouzivaji se pro
slou€eniny, které jsou schopné oxidace nebo redukce. Pro takové latky to jsou jedny
z nejcitlivéjsich a nejselektivngjsich detektort. 24 3

V pritokové cele se nachéazeji elektrody s vlozenym pracovnim napétim.
Elektrochemické detektory se podle sledované veliciny déli na ampérometrické, které
méti elektricky proud a detektory coulometrické, métici naboj potiebny k redukei nebo
oxidaci latky. **

Jejich pouziti neni pftili$ Siroké, protoze vyzaduji pouziti vysoce Cisté a elektricky
vodivé mobilni faze. Nelze je vyuzZit pfi chromatografii na normdlni fazi ani pfi

gradientové eluci. 2% 2+ 3

2.2.74 Refraktometrické detektory

Refraktometrické detektory jsou nejstarSi detektory pouzivané v HPLC. Maji
schopnost méfit rozdilny index lomu mobilni faze a vzorku. Jsou univerzalni, av§ak maji
fadu nevyhod, jako je mald citlivost, zavislost na zméné teploty a pritoku mobilni faze

a moznost pouziti pouze izokratické eluce. 2% 3

2.2.7.5 Chemiluminiscen¢ni detektory

Chemiluminiscenéni detekce je zalozena na fluorescenci, kterd vzniké nasledkem

chemické reakce. Pii1 pfechodu molekuly z excitovaného stavu na zékladni energetickou
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hladinu dochazi k vyzéreni svétla. Rozlisuji se tfi typy chemiluminiscen¢nich detektort:

detektor specificky pro dusik, siru a detektor univerzalni. 2

2.2.7.6 Hmotnostné spektrometrické detektory (MS)

Hmotnostni spektrometry v kombinaci s HPLC patii do skupiny spojenych technik,
které poskytuji také udaje o identité latky. Jsou to vysoce specifické detektory, jejichz
nevyhodou miZe byt vyssi finanéni naro¢nost. 2*

Nejprve dochazi v ionizatoru k prevedeni molekuly na ionty. Existuje cela fada
ionizacnich technik, které délime na mekké a tvrdé ionizacni techniky. V dalSim kroku
jsou jednotlivé ionty rozdéleny podle poméru hmotnosti a nadboje v analyzatoru, kde
dochazi také k urychleni a fokusaci iontti do detektoru, kterym je elektrodovy nésobic,
fotonasobi¢ nebo Faradayova klec. 2

Hmotnostni detekce je vyznamna zejména pro komplexni vzorky a v posledni dobé

dochazi k jejimu nardstu na tkor spektrofotometrické a fluorescenéni detekce. **
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2.2.8 Vyhodnocovani vysledkii

2.2.8.1 Kbvalitativni analyza

Nejbéznéjsim parametrem slouzicim k identifikaci latek pomoci HPLC jsou
retencni charakteristiky, mezi které patii retencni Cas a retencni objem. Retencni Cas je
dan dobou, ktera uplyne od nasttiku vzorku na kolonu do dosazeni maxima elu¢ni kiivky.
Objem mobilni faze, kterd proteCe kolonou za tuto dobu, se oznacuje jako retencni
objem. 37

Kromé reten¢nich charakteristik je mozné ke kvalitativni analyze pouzit detektory
jako je NMR, MS nebo detektor diodového pole. Tyto detektory poskytuji spektra, ktera

slouzi k porovnavani se spektry standardnich latek ptipadné s knihovnou spekter

naméienych za stejnych chromatografickych podminek. *’

2.2.8.2 Kvantitativni analyza

Zakladem pro kvantitativni vyhodnoceni analyzované latky je urceni plochy piku
pomoci chromatografického softwaru a nalezeni vztahu mezi touto plochou a mnozstvim
eluované latky. Pro vyhodnoceni plochy piku standardu i analyzované latky musi byt
pouzita stejnd metoda. >’

Zavislost mezi naméfenou plochou a nezndmou koncentraci je nutné urcit
experimentalné porovnadnim se standardem. Mezi nejCastéj§i metody patii: metoda
vngjsiho standardu, metoda vnitfniho standardu, metoda pifidavku standardu a metoda

normalizace. 3’

Metoda vnéjsiho standardu
Metoda vngjSiho standardu je nejjednodussim zplGsobem uréeni neznameé

koncentrace vzorku. Analyzovéna je série standardli o znamé, avSak rizné koncentraci.
Jejich plochy pikli se potom porovnavaji s pikem vzorku. Nejcastéji se k vyhodnoceni
pouziva metoda kalibra¢ni kiivky. Pfedpokladem je pfima timérnost mezi plochou piku

a koncentraci jak u vzorku, tak u standardu. *’

Metoda vnitiniho standardu
Od metody vnéjSiho standardu se metoda vnitiniho standardu 1i$i tim, ze je standard

o znamé koncentraci pfidan ve stejném mnozstvi k analyzovanému roztoku standardu
a stejné tak 1 k roztoku vzorku. Vypocet koncentrace vzorku se potom provadi stejnym

zptisobem. 37
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Vnitini standard musi spliiovat uréité pozadavky: musi se eluovat v blizkosti
sledované slouceniny, musi mit podobné fyzikalné-chemické vlastnosti, byt dostatecné
stabilni, mit pozadovanou Cistotu a odezva detekce analytu a vnitiniho standardu by méla
byt podobna. Vétsinou se jedna o latku strukturné podobnou, napf. izomer. 2637
Metoda vnitiniho standardu se s vyhodou pouzivad zejména v ptipadech, kdy je

nutna slozita uprava vzorku pied analyzou. 2°

Metoda ptidavku standardu
Metoda piidavku standardu spociva v ptidani znamého mnozstvi stejné latky,

ukteré ma byt stanovena koncentrace k analyzovanému vzorku. Metoda piidavku
standardu je vhodna zejména v ptipadé komplexnich vzorki, kdy je obtizné ziskat slepy
vzorek. Metoda ma dvé varianty: metoda jednoho ptidavku a metoda vice ptidavki

standardu. 2% 37

Metoda normalizace
Obsah analyzované latky se vypocita stanovenim plochy odpovidajiciho piku jako

procenta z celkové plochy vsech pikt. Do celkové plochy se nezapocitavaji plochy piki
rozpoustédel, zkoumadel nebo pikd mobilni fdze nebo matrice vzorku a piky, jejichz
plocha je niz8i nebo rovna limitu zanedbatelnosti. Nevyhodou metody mize byt rizna
odezva detektoru pro jednotlivé analyty, coZ 1ze vyfesit pouZitim korekénich faktori. Pro
jejich znalost je vSak nutna Gplna identifikace vSech pikli v chromatogramu. Metoda je

¢asto pouzivana pii stanoveni &istoty farmaceutickych substanci. ' 26:37

2.2.9 Validace

Validace analytick¢é metody je proces, kterym se pomoci laboratornich studii
stanovi, Ze vykonnostni charakteristiky metody spliiuji pozadavky na zamySlené
analytické pouziti. Ovéfeni se vyZaduje u kazdé nové nebo zménéné metody. **

Validace mlize byt provedena podle smérnic mnoha organizaci. Jedna se naptiklad
o doporuceni harmonizovanych piredpisi ICH (The International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use),
smérnice FDA (Food and Drug Administration), EMA (European Medicines Agency)
nebo IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry). 3’

Mezi validacni parametry patii podle pfedpisu ICH: selektivita, linearita, rozsah,

spravnost, ptesnost, limit detekce a kvantifikace, robustnost a test zpusobilosti
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systému. Podle smérnice FDA se k valida¢nim parametrim déle fadi: citlivost, vytéznost,

stabilita a diluéni efekty. 3% 40

2.2.9.1 Selektivita (Selectivity)

Selektivita je schopnost metody kvalitativné 1 kvantitativné zanalyzovat vzorek
1 v pritomnosti latek, které by mohly interferovat (napf. necistoty, degradacni produkty,
slozky matrice atd.). N¢kdy se pouziva také oznaceni specifita (specifity), které je ale
neptesné. Selektivita je hodnocena analyzou alespon Sesti vzorka blanku (bez pfitomnosti
analytu) vhodné biologické matrice, ve kterych nesmi byt pfitomny piky interferujici

s piky analytd. 3740

2.2.9.2 Spravnost (Accuracy)

Spravnost analytické metody vyjadiuje blizkost shody mezi naméfenou hodnotou
a akceptovanou referen¢ni hodnotou. Rozdil mezi vysledkem méteni a pfijatou referencni
hodnotou je oznacovan jako chyba vysledku. Rozdil mezi stfedni hodnotou vysledkil
zkousek a piijatou referenéni hodnotou je nazyvan odchylka. 37>

Odchylka muze nabyvat kladnych i zdpornych hodnot a pro bioanalytické hodnoty
se musi pohybovat vrozmezi + 15 % od referenéni hodnoty. Vyjimkou je limit
kvantifikace, v jehoZ ptfipadé€ se odchylka muze lisit o + 20 %. Spravnost by podle FDA
méla byt testovana analyzou minimalné péti vzorki na ¢tyfech koncentracnich Grovnich
(spodni limit kvantifikace, nizka, stfedni a vysokd koncentrace). Podle EMA analyzou
alespont péti vzorkll na Ctyfech koncentracnich urovnich pokryvajicich cely rozsah

metody. 374041

2.2.9.3 Piesnost (Precision)

Ptesnost analytické metody popisuje miru shody koncentraci ziskanych ze série
méteni stejnych homogennich vzorki za pfedepsanych podminek. Je definovana relativni
smérodatnou odchylkou a uvadi se v procentech. RozliSuje se ptesnost v ramci jedné série
analyz a pfesnost mezi riiznymi sériemi analyz. 4!

FDA pozaduje, aby se relativni smérodatnd odchylka pohybovala v rozmezi
+ 15 %, na spodnim limitu kvantifikace se jedna o +20 %. Analyza by méla byt
provedena pomoci stejné série vzorkil jako pii validaci spravnosti analyzou minimalné
péti vzorkti na &tyfech koncentraénich tirovnich. 4°

Ptesnost mize byt dle ICH vyjadiena jako:
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a) Opakovatelnost (repeatability): vyjadiuje ptresnost za stejnych provoznich
podminek v kratkém casovém intervalu

b) Mezilehla presnost (intermediate precision): vyjadiuje variace v ramci jedné
laboratofe (rtizni analytici, dny, zafizeni atd.)

¢) Reprodukovatelnost (reproducibility): vyjadiuje presnost mezi laboratoremi >

2.2.9.4 Vytéznost (Recovery)
Vytéznost se vztahuje na ucinnost extrakce analytického procesu. Jedna se o pomér
mnozstvi analytu ziskaného analytickou metodou k piijaté referencni hodnoté. Vytéznost

nemusi byt 100%, ale méla by byt konzistentni a reprodukovatelnd. *°

2.2.9.5 Limit detekce (Limit of detection) a limit kvantifikace (Limit of
quantification)

Limit detekce (LOD) analytické metody je nejniz§i mnozstvi analytu ve vzorku,
které 1ze detekovat a nemusi byt nutné¢ umoznéna jeho kvantifikace. Limit kvantifikace
spravnosti a ptesnosti. LOQ se pouziva zejména pro stanoveni necistot nebo rozkladnych
produkti. 3

Pro vypocet LOD a LOQ se nej¢astéji vyuzivad pomér signalu k Sumu, ktery se
vypocita podle vzorce: S/N = %, kde H oznacuje vysku piku a h rozpéti Sumu na
chromatogramu. Pomér signalu k Sumu mezi 3 nebo 2 : 1 se obecné povazuje za piijatelny
pro odhad deteké&niho limitu. Pro limit kvantifikace by mél byt S/N roven 10 : 1. 137

Mezi dal§i moznosti stanoveni LOD a LOQ patii vypoCet pomoci smérodatné
odchylky odezvy, smérnice kalibra¢ni ptimky, smérodatné odchylky odezvy blanku nebo

smérodatné odchylky posunuti. 3’

2.2.9.6 Citlivost (Sensitivity)

Citlivost je definovana spodnim limitem kvantifikace (LLOQ). Metoda by méla byt
vyvinuta a validovana tak, aby byla schopna splnit pozadavky nezbytné pro zamyslené
studijni vzorky. Vyhodnoceni LLOQ lze provést samostatné nebo jako soucast posouzeni

spravnosti a piesnosti kalibra¢niho rozsahu. *°

2.2.9.7 Linearita (Linearity)

Linearita analytické metody je schopnost v daném rozsahu ziskat odezvu detektoru,

ktera je pfimo umérné koncentraci analytu ve vzorku. Linedrni zavislost dvou ndhodnych
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proménnych lze matematicky vyhodnotit metodou linedrni regrese: y = a + bx, kde a je
Gisek na ose y a parametr b smérnice kalibra¢ni pfimky. 373

NejcastejSim zptisobem hodnocenti linearity je korela¢ni koeficient (R). Pfi linearni
zavislosti nabyva hodnot + 1. Cim vice se korelaéni koeficient blizi jedné, tim jsou
naméfend data lépe prolozena piimkou a zavislost obou proménnych je té€snéjsi. Pro
stanoveni linearity se doporucuje ptiprava minimalné péti kalibra¢nich roztoki o riznych

koncentracich pokryvajicich rozsah metody. 3’

2.2.9.8 Rozsah (Range)

Rozsah je obvykle odvozen ze studii linearity a zavisi na zamysleném pouziti
metody. Jedna se o uzavfeny interval hodnot méfené veliCiny, pro ktery byla validaci
potvrzena pfijatelnd linearita, spravnost a presnost. Interval je obvykle ohrani¢en spodnim

a hornim limitem kvantifikace. 37-3°

2.2.9.9 Robustnost (Robustness)

Robustnost analytického postupu je mirou jeho schopnosti zlistat nedot¢en malymi,
ale umyslnymi zménami parametrd metody a poskytuje zndmku jeho spolehlivosti.
Zména podminek muZe nastat napf. pfi mezilaboratornich zkouskach (jina laboratof,
analytik) nebo zménou podminek v jedné laboratofi (teplota, koncentrace atd.). Jsou-li
méfeni citliva na zmény v analytickych podminkach, mély by byt podminky vhodné

kontrolovany. 3737

2.2.9.10 Stabilita

Stabilita vyjadiuje stalost analytu v dané matrici pii skladovani za specifickych
podminek v ur€itych Casovych intervalech. Stabilita analytu je relevantni pouze pro
konkrétni matrici a obalovy materidl, pro které byla testovana. Hodnocena by méla byt
za podminek, které co nejvice odpovidaji realnému zachdzeni se vzorkem. Pro validaci
jsou pozadovany alespon tfi alikvotni vzorky o nizké a vysoké koncentraci. Odchylka by

méla odpovidat + 15 %. *°
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3 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout HPLC metodu pro hodnoceni tryptofanu
a jeho metabolitd (serotoninu, kynureninu, kyseliny kynurenové a kyseliny
5-hydroxindol-3-octové) a prozkoumat moznosti hodnoceni kyseliny chinolinové
a melatoninu. Vyvoj metody spocival v optimalizaci chromatografickych podminek za
pouziti spektrofotometrické a fluorescen¢ni detekce. Dal§im tikolem bylo provést validaci
vyvinuté metody. Mezi valida¢ni parametry byly zahrnuty: selektivita, citlivost, linearita,

spravnost, presnost, opakovatelnost a stabilita.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
e Acetonitril (HPLC grade), Sigma-Aldrich, Némecko
e Amoniak vodny roztok 25-29 % (p.a.), Penta s.r.o0., Ceska republika
e Hydroxid sodny koncentrovany RS — CL 2017
e Krebsiv zivny roztok (viz. dale)

e Kyselina 2,3-pyridindikarboxylové (kyselina chinolinovd), Sigma-Aldrich,
Némecko

e Kyselina 5-hydroxyindol-3-octova, Sigma-Aldrich, Némecko
e Kyselina kynurenova, Sigma-Aldrich, Némecko

e Kyselina octova 99 %, Penta s.r.0., Ceska republika

e [-kynurenin, Sigma-Aldrich, Némecko

e L-tryptofan, Sigma, Némecko

e Melatonin, Sigma-Aldrich, Némecko

e Methanol, VWR Chemicals, USA

e Serotonin, Sigma-Aldrich, Némecko

e Siran médnaty pentahydrat p.a. Penta s.r.o., Ceska republika

e Triethylamin p.a. Penta s.r.0., Ceska republika

e Voda ¢i§téna reverzni osmozou

Krebsiiv Zivny roztok
Krebslv Zivny roztok byl pfipravovan a fedén na Katedfe farmakologie a toxikologie.
Uchovévan byl v mraznicce.

Krebsiiv zasobni roztok byl pfipravovan do zasoby a uchovavan v lednici.

Tab. 2 Krebsiiv zdsobni roztok *

Latka na 100 ml Z.r.
NaCl 6,90 g
KCl 035¢g
NaHCO; 2,10 g
Na;HPO..12H,0 | 0,14 g
Glukosa 1,00 g

Zasobni roztok CaCl2.2H20 — 2,94 g CaCl,.2H,0 do 100 ml destilované vody. 4*
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Zasobni roztok MgClL.6H20 — 2,44 ¢ MgCl,.6H,0 do 100 ml destilované vody. 4?
V &ase potieby se nafedi Krebstiv zdsobni roztok (napf. na mnozstvi 100 ml). *?
Postup pripravy Krebsova Zivného roztoku:

1. 10 ml Krebsova zasobniho roztoku + 90 ml destilované vody

2. Ptidat 0,7 ml zasobniho roztoku CaCl,.2H>O + 0,5 ml zdsobniho roztoku
MgCL.6H>O

3. Zamichat, zméfit/upravit pH

4. Ptidat 0,1 ml heparinu a 1 g dextranu

5. Zamichat, zfiltrovat, predehiat *?

4.2 Pristrojové vybaveni a pomicky

4.2.1 Chromatografické kolony
e Kinetex HILIC, 100 A, 100 x 3,0 mm, 2,6 pm, Phenomenex (USA)
e Supelco Ascentis Express F5, 150 x 3,0 mm, 2,7 um, Sigma-Aldrich (USA)
e Supelco Discovery HS F5, 150 x 4,6 mm, 5 pm, Sigma-Aldrich (USA)

4.2.2 Pristroje
Podle moznosti laboratote, byly vyuzivany tii HPLC sestavy:

Tab. 3 HPLC sestava ¢.1

UFLC XR; Shimadzu, Japonsko

Ridici jednotka CBM-20A
Degasser DGU-20A3
Cerpadlo LC-20AD XR
Autosampler SIL-20AC XR
Termostat kolony CTO-20AC
Detektory UV-VIS SPD-20A

Tab. 4 HPLC sestava ¢. 2

UFLC; Shimadzu, Japonsko

Ridici jednotka CBM-20A
Degasser DGU-20A3
Cerpadlo LC-20AD
Autosampler SIL-20AC HT
Termostat kolony CTO-20AC
Detektory UV-VIS SPD-20A
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Validace provedena na pfistroji:

Tab. 5 HPLC sestava ¢. 3
HPLC; Shimadzu, Japonsko

Ridici jednotka CBM-20A
Degasser DGU-20A3
Cerpadlo LC-20AD

Autosampler SIL-20AC

Termostat kolony CTO-20AC

UV-VIS SPD-20A

Detektory FLUORESCENCE RF-10Ax;

e Analytické vahy — Sartorius CPA22D-0CE, Némecko

e pH metr — SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Némecko
e Magnetickd michacka — Color squid, Ika Werke, Némecko

e Tiepacka — Vortex, VELP Scientifica, Italie

e Ultrazvukova lazen — K 10, Kraintek, Slovensko

e Spektrofotometr — UV-2401PC Shimadzu, Japonsko

4.2.3 Laboratorni sklo a pomiicky
Digestof, kadinky, kyvety, laboratorni 1zi¢ky, michadlo, MS® Nylon Membrane
Filtre (velikost pord 0,22 um, praimér 47 mm), odmérné valce, automatické pipety

a $picky, stojan na zkumavky, sklenéné tyc¢inky, vialky, vicka, septa, zkumavky.
4.3 Obecné postupy

4.3.1 Priprava mobilni fiaze

Mobilni faze byla pfipravena smisenim 92 objemovych dild 0,1M acetatového
pufru o pH 3,5 a 8 objemovych dilii acetonitrilu. Acetatovy pufr byl pfipraven smisenim
300 ml vody cisténé reverzni osmozou a 1,71 ml 99% kyseliny octové. Nasledné bylo pH
upraveno na pH metru pomoci koncentrovaného hydroxidu sodného na hodnotu 3,5.
Takto pfipraveny tlumivy roztok byl pfefiltrovan. Odmérmymi vélci byly odméfeny
potiebné objemy a mobilni faze byla smichdna v pomé&ru 8 (pufr) + 92 (acetonitril). Ve

bylo ditkladné promichéno.
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4.3.2 Priprava roztoku

4.3.2.1 Zasobni roztoky tryptofanu a jeho metaboliti

Zasobni roztoky tryptofanu a jeho metabolitii byly pfipraveny navazenim 1 mg
prislusné latky, ktera byla nasledn¢€ rozpusténa v 1 ml methanolu. Koncentrace téchto
roztokli byla 1 mg/ml. Z kazdého roztoku bylo nasledn¢ odebrano 100 ul a doplnéno
900 pul methanolu. Jejich vysledna koncentrace tak cinila 0,1 mg/ml. Roztoky byly

uchovavany v mraznicce.

4.3.2.2 Zasobni roztok smésného standardu

Ze zasobnich roztok tryptofanu a roztokti jeho metabolitii o koncentraci 0,1 mg/ml
bylo odebrano 10 pl a doplnéno methanolem do 1 ml za vzniku roztokti jednotlivych latek
o koncentracich 1 pg/ml. Z takto vzniklych roztokl tryptofanu, serotoninu a kyseliny
5-hydroxyindol-3-octové (ptipadné melatoninu, pfi vyvoji gradientu) bylo dale odebrano
10 pl, zroztokli kynureninu a kyseliny kynurenové 100 ul a doplnéno do 1 ml
methanolem.

Vysledna koncentrace zasobniho roztoku smésného standardu byla 10 ng/ml

(kynurenin a kyselina kynurenova 100 ng/ml). Roztok byl uchovavan v mraznicce.

4.3.3 Priprava roztoku pro validaci metody

4.3.3.1 Selektivita

Pro validaci selektivity vyvinut¢ metody byly vyhodnoceny chromatogramy
zasobniho roztoku smésného standardu, blanku (Krebstv zivny roztok) a vzorku.

Vzorek byl pfipraven ze zasobnich roztokli tryptofanu a jeho metaboliti
o koncentraci 0,1 mg/ml. Dalsi postup byl stejny jako pii ptipravé zadsobniho roztoku
smésného standardu, avSak jako rozpoustédlo byl namisto methanolu pouzit Krebsiv

Zivny roztok.

4.3.3.2 Citlivost

Od kazd¢ latky byly pfipraveny roztoky o koncentracich 1 ng/ml, 10 ng/ml a
100 ng/ml. Tyto roztoky byly pfipraveny fedénim zasobnich roztoku tryptofanu a jeho
metabolitl o koncentraci 0,1 mg/ml. Z roztoku kazdé latky bylo odebrano 10 ul a
doplnéno 990 ul methanolu za vniku roztokl o koncentraci 1 pg/ml.

Redéni roztokt pro stanoveni citlivosti je uvedeno v tabulce 6.
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Tab. 6 Priprava roztokii pro stanoveni citlivosti.

Objem roztoku tryptofanu a jeho Objem Vysledna
metaboliti o koncentraci 1 pg/ml [pl] | MeOH [ul] | koncentrace [ng/ml]
100 900 100
10 990 10
1 999 1

4.3.3.3 Linearita

Linearita byla hodnocena na vzorcich standardi o koncentracich na limitu

kvantifikace, 5 ng/ml (tryptofan, serotonin, kyselina 5-hydroxyindol-3-octova), 10 ng/ml

(kynurenin, tryptofan, serotonin, kyselina 5-hydroxyindol-3-octova), 15 ng/ml, 25 ng/ml,

50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml a 500 ng/ml (kynurenin, kyselina kynurenova).

Ze zasobnich roztokl tryptofanu a jeho metabolitii bylo odebrano 10 ul a doplnéno

990 pl methanolu. Vyslednd koncentrace takto vzniklych roztokti byla 1 pg/ml. Pro

ptipravu roztokl o koncentracich na limitu kvantifikace slouzily jako vychozi roztoky,

roztoky o koncentraci 100 ng/ml, které byly pfipraveny odebranim 1 pl ze zésobnich

roztokd tryptofanu a jeho metabolitti a doplnénim 999 pl methanolu. Zpuasob piipravy je

uveden v tabulce 7.

Tab. 7 Priprava roztokii pro validaci linearity.

Analyt Koncentrace | Objem zéso.bniho roztoku o 1(\)/[2"(;3
[ng/ml] koncentraci 100 ng/ml [pl] ]
Kyn 6,3 63 937
Trp 1,5 15 985
5-HT 0,2 2 998
KynAc 13,4 134 866
5-OHI3Ac 2,9 29 971
Objem zasobniho roztoku o
koncentraci 1 pg/ml [pl]
Trp + 5-HT + 5-OHI3Ac 5 54+5+5 985
Kyn + Trp + 5-HT + 5-OHI3Ac 10 10+10+10+10 960
5 analytd 15 5x15 925
5 analyttl 25 5x25 875
5 analyttl 50 5x50 750
5 analyttl 100 5% 100 500
Trp + 5-HT + 5-OHI3Ac 250 250 + 250 + 250 250
Kyn + KynAc 250 250 +250 500
Kyn + KynAc 500 500 + 500 0
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4.3.3.4 Spravnost a piresnost

Spravnost a piesnost byly hodnoceny na vzorcich o koncentraci 2,9 ng/ml (kyselina
5-hydroxyindol-3-octova), 5ng/ml (tryptofan, serotonin), 13,4 ng/ml (kyselina
kynurenova), 15 ng/ml (kynurenin), 50 ng/ml (tryptofan,  serotonin, kyselina
5-hydroxyindol-3-octova), 250 ng/ml a 500 ng/ml (kynurenin, kyselina kynurenova).

Ze zasobnich roztokii o koncentraci 0,1 mg/ml byly pfipraveny vzorky
o koncentraci 1 pg/ml a pro kyselinu kynurenovou a 5-hydroxy-3-indoloctovou také
vzorky o koncentraci 100 ng/ml. Vzorky byly pfipraveny stejnym zptisobem jako
u hodnoceni linearity, avsak jako rozpoustédlo byl namisto methanolu pouzit Krebstv
zivny roztok. Kazdy vzorek byl pfipraven pétkrat. Podrobny postup ptipravy je uvedeny

v tabulce 8.

Tab. 8 Priprava roztokii pro validaci spravnosti a presnosti

Objem zasobniho Objem
Koncentrace ;
Analyt [ng/ml] roztoku o koncentraci Krebsova
8 100 ng/ml [pl] 7. r. [pl]
KynAc 13,4 134 866
5-OHI3Ac 2,9 29 971

Objem zasobniho
roztoku o koncentraci

1 pg/ml [pl]

Trp + 5-HT + (Kyn) 5(15) 5+5+15 975
Trp + 5-HT + 5-OHI3Ac 50 50 +50 + 50 850
Kyn/Trp/5-HT/KynAc/5-OHI3Ac 250 250 750
Kyn 500 500 500
KynAc 500 500 500

4.3.3.5 Opakovatelnost

Opakovatelnost byla hodnocena na tfech koncentra¢nich trovnich pro kazdou
latku, po péti vzorcich od kazdé koncentrace. Pro jednotlivé analyty byly zvoleny stejné
koncentrace jako pti validaci spravnosti a ptesnosti a byl stejny i1 zptisob ptipravy roztoka
(tab. 8). Rozdil byl v tom, Ze od kazdého vzorku bylo ptipraveno 5 ml a tento objem byl

pomoci pipety alikvotné rozdélen do péti riznych vialek.

4.3.3.6 Stabilita

Stabilita byla testovana na tfech koncentra¢nich urovnich pro kazdou latku, po tfech
vzorcich od kazdé koncentrace. Byly zvoleny stejné koncentrace jako pii validaci
spravnosti, presnosti a opakovatelnosti. Pfiprava vzorkli probihala stejnym zplisobem

jako pii hodnoceni opakovatelnosti.
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4.4 Optimalizace chromatografické metody

Pti vyvoji metody bylo nejprve nutné nalézt vhodné chromatografické podminky
pro analyzu tryptofanu a jeho metabolitii (serotoninu, kynureninu, kyseliny kynurenové,
kyseliny 5-hydroxyindol-3-octové, kyseliny chinolinové, piipadné melatoninu).
Vychazelo se zjiz dfive vyvinut¢ metody na Katedie farmaceutické chemie

a farmaceutické analyzy FaF UK v HK.

Parametry piivodni metody:
e Kolona: Kinetex EVO C18
e Rozmery kolony: délka 150 mm, vnitfni primér 3 mm
e Stacionarni fize: silikagel C18 (velikost ¢astic 5 um, velikost porti 100A)
o Predkolona: OPTI-GUARD C18, délka 1 mm
e MF A: voda + octanovy tlumivy roztok 0,1M pH 4,5/MeOH (97/3)
e MF B: ¢isty methanol
e Teplota: 30 °C
o  Objem nastriku: 100 pl
e  Prutokova rychlost: 0,5 ml/min
e Detekce: spektrofotometricky a fluorimetricky detektor
e FEluce: gradientova

e Celkovd doba analyzy: 30 minut +?

Metodu bylo vhodné optimalizovat pfedev§im kvili minimélni retenci kyseliny
chinolinové. Testovana byla celd fada mobilnich fazi, o rizném sloZeni a pH. ZkouSeny
byly odli$né analytické kolony a typy stacionarnich fazi. Prométena byla také UV spektra
jednotlivych latek a upraven byl i objem nastiiku. Zachovana byla teplota analyzy 30 °C,
pratokova rychlost 0,5 ml/min a typ detekce, které se jevily jako optimalni.

Pro separaci byla nejprve testovana kolona Kinetex HILIC (100 A, 100 x 3,0 mm,
2,6 um). Separace latek na této kolon¢ vSak byla neuspésnd. Z tohoto diivodu se pieslo
na kolonu s reverzni stacionarni fazi Supelco Discovery HS F5 (150 x 4,6 mm, 5 um).
Jednotlivé analyty se na této koloné podatilo separovat, avSak kyselina chinolinova se
stale eluovala s mrtvym retenénim ¢asem. Béhem experimentti doslo k degradaci kolony,
coz se projevovalo zejména vzestupem tlaku nad tinosnou miru. Bohuzel ani regenerace

dle navodu nepfinesla dlouhodobé zlepSeni, a proto se jako nahrada pouzila kolona
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s podobnym sorbentem — Supelco Ascentis Express F5. (150 x 3 mm, 2,7 um). Na této
kolon¢ byla metoda validovana.

Zejména z divodu vysoce odliSnych acidobazickych vlastnosti jednotlivych
analytl byla zkouSena celd fada mobilnich fazi o riznych pH v rozsahu 3,2 — 7. Jako
pufry byly postupné pouzity octan amonny, mravencan amonny, fosfatovy a acetatovy
pufr. K upravé pH slouzil ptedevsim koncentrovany hydroxid sodny, ale pokus byl
proveden také s triethylaminem. Jako organicka slozka mobilni faze byl vyuZzivan
methanol nebo acetonitril.

Byl zvolen izokraticky typ eluce, ktera dostacovala pro separaci tryptofanu,
serotoninu, kynureninu, kyseliny kynurenové a 5-hydroxyindol-3-octové v pomérné
kratkém case. Pro ptipad nutnosti separace melatoninu byla vyvinutd metoda doplnéna
o gradient, avSak metoda s gradientovou eluci nebyla validovéna.

Retence kyseliny chinolinové byla ve vSech soustavach velice nizka, zadnou

z metod tedy nelze pouzit pro jeji hodnoceni.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kolona Kinetex HILIC

Pti vyvoji metody byla k analyzam na zaklad¢ literatury vybrana kolona Kinetex
HILIC (100 A, 100 x 3,0 mm, 2,6 um). Hydrofilni interakéni chromatografie byla
zvolena zejména s cilem zvysit retenci kyseliny chinolinové, kterd byla na reverzni
staciondrni fazi C18 naprosto nedostatecna.

Veskeré pokusy na této koloné¢ byly provadény na HPLC sestavé ¢. 1 (tab. 3).
V priibéhu vyvoje metody byly testovany rtizné chromatografické podminky. Nejprve
byla zvolena eluce izokraticka, pfi¢emz mobilni faze obsahovala 95-97 % acetonitrilu.
Izokraticka eluce nepfinesla pozadované vysledky, a proto se pteslo k eluci gradientové.

Podle doporuceni vyrobce kolony byly testovany podminky slouzici k optimalni
selektivité¢ vétSiho mnozstvi analytd s riiznymi acidobazickymi vlastnostmi. Jako pufry
byly pouzity: 50mM mravencan amonny pH 3,2 a 50mM octan amonny pH 5,8 a 4,5.
Pratok mobilni faze byl 0,5 ml/min. Slozeni mobilnich fazi je uvedeno v tabulce 9,

zkouseny gradient v tabulce 10.

Tab. 9 Slozeni mobilnich fazi

MF A 90/10 | ACN/pufr
MF B 50/40/10 | ACN/H2O/pufr

Tab. 10 Zkouseny gradient

Cas [min] MF A [%] | MF B [%]

0,00 — 2,50 100 0
2,50 — 10,00 100—0 0—100
10,00 — 12,00 0 100
12,00 — 14,00 0—100 100—0
14,00 — 18,00 100 0

Vyuzita byla spektrofotometrickd detekce. Pro kyselinu chinolinovou byla
maximalni absorpce namétena pii vinovych délkach 215 nm, 264 nm, 320 nm a 348 nm.

Pro ostatni analyty jsou vinové délky uvedeny v tabulce 12.
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uv.

{DataT:Kynurenin_12.lcd Detector A Ch2:245nm
Data2:TRP_12.Icd Detector A Ch1:300nm
17500-Data3:SER_12.Icd Detecfor A Ch1:280nm

Data4:KynAc 11.lcd Detector A Ch1:244nm
Pata:5HAA 12.Icd Detfictor A Ch1:276nmh
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Obr. 6 Shora dolu chromatogram Kyn, Trp, 5-HT, KynAc, 5-OHI3Ac, gradientova

eluce; 50mM mravencan amonny pH 3,2; UV detekce, pritok 0,5 ml/min

uv.
{DataT:Kynurenin_22.Icd Detector A Ch2:254nm
110001Data2: TRP_22.cd Detector A Ch1:300nm
Data3:SER 22.Icd Detector A Ch1:280nm

IDatad:KynAc_22.lcd Detector A Chi:244nm
10000-Data5:5HAA 22.lcd Detector A Chi:276n}

Obr. 5 Shora dolii chromatogram Kyn, Trp, 5-HT, KynAc, 5-OHI3Ac, gradientova
eluce; pufr 50mM octan amonny pH 5,8; UV detekce, priitok 0,5 ml/min

Kyselina chinolinova vykazovala minimalni retenci pfi jakychkoliv zkouSenych
podminkach. Ani €etné pokusy optimalizovat HILIC metodu alesponi pro ostatni latky
nevedly k vysledklim, které by byly pfinejmensim srovnatelné s vysledky jiz dtive
vyvinuté metody na reverzni fazi. >

Od myslenky vyuziti HILIC na kolon¢ Kinetex bylo opusténo. K vyvoji metody

byla zvolena kolona s jinym sorbentem — Supelco Discovery HS F5.

5.2 Kolona Supelco Discovery HS F5
Tato kolona byla vybrana pfedev§im z dlivodu umoznéni separace v HILIC, ale

také v reverznim separacnim modu. Pokusy byly provadény na HPLC sestavé €. 2

(tab. 4).

39



Rozméry kolony (150 x 4,6 mm, 5 um), a to zejména dvakrat vyssi velikost ¢astic
a vetsi vnitini primér, umoznily zvysit pratokovou rychlost na 1 ml/min, pficemz byl
zachovan zpétny tlak okolo 30 MPa.

Stejné jako u predchozi kolony byl nejprve vyzkousen jako tlumivy roztok SOmM
mravencan amonny pH 3,2 s gradientovou eluci.

V dalsi fazi se ustoupilo od HILIC separa¢niho modu, protoze kyselina chinolinova
stale nevykazovala zadnou retenci. Jako prvni byly otestovany chromatografické
podminky shodné s parametry jiz vyvinuté¢ metody (kapitola 4.4.). Byl zvolen vyssi

pratok, a to 1 ml/min.

uw

DataT:Kynurenin_42 lcd Detector A Ch2:254nm
Pata2:TRP_42.Icd Detector A Ch1:300nm
"PData3:SER 42.Icd Detector A Ch1:280nm
Datad:KynAc_42.Icd Detector A Ch1:244nm
TPatab:5HAA_42.Icd Detector ACh1:276n

=
3
S

e e B ey B e s e L B e L s st
00 10 20 30 40 50 6.0 70 80 90 100 10 120 13,0 14,0 150 16,0 170 min

Obr. 6 Shora dolit chromatogram Kyn, Trp, 5-HT, KynAc, 5-OHI3Ac,
UV detekce; prutok 1 ml/min

w

TaT-QuinAc_42.cd Detector A Ch1275nm

17500Data2:QuinAc_42.icd Detector A Ch2:320nm
{Data3:QuinAc_abs_42.lcd Detector A Ch1:264nm

tad:QuinAc_abs_42.lcd Detector A Ch2:348n
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Obr. 7 Chromatogram QuinAc; UV detekce, shora dolit vinova délka 215 nm,
320 nm, 264 nm, 348 nm; prutok 1 ml/min
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Procentualni zastoupeni methanolu v mobilni f4zi bylo postupné upravovano z 3 %
azna 30 %.

Podminky stale nebyly optimalni, jak pro kyselinu chinolinovou, ktera se na kolon¢
nezadrzovala viibec, tak pro ostatni hodnocené¢ latky. Z diavodu rozliénych
acidobazickych vlastnosti jednotlivych latek, se tedy pfistoupilo k testovani mobilnich
fazi o vy$$im pH. V disledku toho musel byt zménén tlumivy roztok na fosfatovy.

Byly zkouseny mobilni faze s obsahem fosfatového tlumivého pufru o pH 7 a 5,6
s 15 % methanolu. K minimalizaci chvostovani piki bylo pH mobilni faze upraveno

triethylaminem namisto koncentrovaného hydroxidu sodného.

uv.

{Data1:Kynurenin_104.lcd Detector A Ch2:254nm

700&%:7 TRP_102.cd DetectorjA Ch1:300nm
Datad:K

300nm
Ch1:280nm
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40004

30004

2000+

1000+

-10004
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00 1,0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 120 130 14,0 150 16,0 17,0 min

Obr. 8 Shora dolii chromatogram Kyn, Trp, 5-HT, KynAc, 5-OHI3Ac,; UV detekce;

prutok 1 ml/min

Zména pH, ani pouZiti triethylaminu nepfinesly zlepSeni, a proto bylo rozhodnuto,
navratit se k pokustim s 0,1M acetatovym pufrem, s nimz se dosavadni vysledky zdaly
byt nejlepsi. V této fazi doslo k poSkozeni kolony a vyvoj metody musel byt pieruSen.

Kyselina chinolinova vykazovala minimalni retenci pii jakychkoli zkouSenych
podminkach, a navic jeji detekce byla malo citliva. Ke zlepSeni citlivosti UV detekce byl
pfipraven roztok kyseliny chinolinové o koncentraci 1 pg/ml a jako rozpoustédlo byl
pouzit ImM roztok CuSO4.5H>0. Predpokladalo se, ze Cu" ionty by mohly s kyselinou
chinolinovou vytvofit stabilni komplexy, které by nepodléhaly redoxnim reakcim. **

Absorpce byla pfemétena na spektrofotometru a byly porovnany absorpéni kiivky
roztokli kyseliny chinolinové ve vodé a v roztoku 1mM siranu médnatého. I kdyz
podle absorpénich spekter (obr. 9) 1ze ocekavat zlepseni citlivosti, v redlnych pokusech

se odezva UV detektoru pii HPLC analyze dostate¢né nezlepSila. V nésledujicich

pokusech, se upustilo od vyvoje metody, kterd by zahrnovala kyselinu chinolinovou.
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Obr. 9 Absorpcni spektrum QuinAc ve vodé a v ImM siranu médnatém
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5.3 Supelco Ascentis Express F5

Jako alternativa ke kolon¢ Supelco Discovery HS F5 byla zvolena kolona Supelco
Ascentis Express F5 se stejnou délkou a typem stacionarni faze, avsak mensim vnitfnim
prumérem a velikosti ¢astic (150 % 3,0 mm, 2,7 um). Zejména diky niz$i velikosti ¢astic
se predpokladalo, ze by u¢innost separace mohla byt lepsi nez u ptedchozi kolony.

Pokusy byly provadény na HPLC sestavé €. 2 (tab. 4). Standardy o koncentraci
0,1 mg/ml byly nastfikovdny v objemu 1 ul. Pratok byl snizen na 0,5 ml/min.
Pokracovalo se v pokusech s mobilni fazi tvofenou 0,1M acetatovym pufrem (pH 4;

MeOH 10 %).

uv
7000-{DataT:Kynurenin_02.Icd Detector A Ch2:254nm
Data2:TRP_02.lcd Detector A Ch1:300nm

Data3:SER_02.Icd Detector A Ch1:280nm
Datad:KynAc 02.lcd Detector A Ch1:244nm
6000-Deta5:5HAA 02.lcd Detector A Chi:276nm
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40004
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2000+
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Obr. 10 Shora dolu chromatogram Kyn, Trp, 5-HT, KynAc, 5-OHI3Ac; UV detekce;
prutok 0,5 ml/min

Metoda vykazovala pomérné dobrou separaci latek, problémy vSak zpusoboval
velmi vysoky tlak na koloné. V dal§im kroku vyvoje metody byl methanol zaménén za
acetonitril. Vyhodou acetonitrilu je niz§i absorbance zejména v kratSich vlnovych
délkach (hodnota UV cut-off pro acetonitril — 190 nm, pro methanol — 205 nm), nizsi tlak
na koloné pii stejném priitoku a pii nizké koncentraci také vy3si elu¢ni sila. 443

Optimalni koncentrace acetonitrilu v mobilni fazi byla stanovena na 8 %. Déle bylo
testovano pH mobilni faze v rozsahu od 3,2 — 4,5. Nejlepsi separace byla pozorovéana pii
pH 3,5.

Podle zaddni nemusela vyvinutd metoda zahrnovat melatonin. V porovnani

s ostatnimi metabolity tryptofanu je melatonin mnohem lipofilné€;si a jeho izokraticka

eluce by trvala mnohem déle (33,2 minut pfi stavajicich podminkach). Pro ptipad, Ze by
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bylo nutné vyhodnotit také melatonin, byl vyvinut gradient, ktery zacind v sedmé minuté

(kapitola 5.7).

5.4 Parametry vyvinuté metody
e Kolona: Supelco Ascentis Express F5
e Rozmer kolony: délka 15 cm; vnitini primér 3,0 mm
e Stacionarni faze: pentafluorofenylpropyl (velikost ¢astic 2,7 um)
e Mobilni faze: voda + acetatovy pufr 0,1M pH 3,5/ACN (92 /8)
e Teplota: 30 °C
o  Objem nastriku: 20 pl
e Rychlost prutoku: 0,5 ml/min
e Detekce: spektrofotometricka a fluorescencni (tab. 12)
e Fluce: izokratickd

e Celkova doba analyzy: 10 minut

Tab. 11 Vyvinutd metoda

Cas [min] A [nm] Analyt
0,00 | UV 254  Kyn
0,00 | Emise 334 Trp+5-HT
0,00 | Excitace 280 Trp +5-HT
3,60 | UV 300 Trp
5,40 | UV 244 | KynAc
6,50 | Emise 333  5-OHI3Ac
6,50 | Excitace 276 5-OHI3Ac

Tab. 12 Namérené hodnoty spekter

Analyt UV [nm] Ex/Em [nm]
Kyn 254,369 369/475
KynAc 244 -

Trp 300 280/334
5-HT 280 280/334
5-OHI3Ac 276 276/333
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Obr. 11 Chromatogr m analyzovanych latek (100 ng/ml); U detekce
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Obr. 12 Chromatogram analyzovanych latek (10 ng/ml); fluorescencni detekce

45



5.5 Validace metody

Metoda smérnic FDA. Hodnocenymi

byla validovana podle

parametry

byly: selektivita, linearita, spravnost, pfesnost — opakovatelnost a stabilita. Pro dalsi

pouziti by bylo vhodné posoudit také robustnost.

5.5.1 Selektivita
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Obr. 13 Shora dolit chromatogram standardii, blanku a vzorku; priitok: 0,5 ml/min;

UV detekce; tr (Kyn) = 2,7 min, tgr (KynAc) = 6,5 min

5-HT

Trp

5-HIO3Ac

Obr. 14 Shora dolu chromatogram standardu, blanku a vzorku; prutok: 0,5 ml/min;

Sfluorescencni detekce; tr (Trp) = 4,7 min; tg (5-HT) = 5,8 min;

tr (5-OHI3Ac) = 7,8 min

Zaver: Metoda je pro dané latky selektivni. Pii analyze tryptofanu, serotoninu a kyseliny

5-hydroxyindol-3-octové dochazelo i1 pfi nizkych koncentracich k separaci az na zakladni

linii. Problém by mohl nastat v pfipadé hodnoceni nizkych koncentraci kynureninu a
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kyseliny kynurenové, kdy by mohlo dochazet k interferencim s piky blanku, které maji
blizké retencni Casy. I pies tento fakt bylo mozné pii peclivém vyhodnoceni dané latky
kvantifikovat s pfijatelnou odchylkou 1 pii velmi nizkych koncentracich (kapitola 5.5.4),

a proto miize byt metoda povazovana za selektivni.

5.5.2 Citlivost

Roztoky byly nastfikovany v objemech 1 pul, 20 ul a 100 pl. Z vyslednych
chromatogramt byl odecten pomér signalu k Sumu a ztéchto hodnot byl nasledné
vypocitan limit kvantifikace pfi nastiiknutém objemu 20 pl, ktery se pro potfeby analyzy

jevil jako optimalni.

Tab. 13 S/N pri objemu nastriku 20 ul

Analyt Kyn Trp 5-HT KynAc 5-OHI3Ac
S/N 2,31 117,16 13,86 1,43 | 17,83

Tab. 14 LOQ pri objemu nastriku 20 ul

Analyt Kyn Trp 5-HT KynAc 5-OHI3Ac
LOQ 6,34 0,20 1,47 13,40 2,89

Zaver: Byly stanoveny limity kvantifikace pro jednotlivé latky. Ptfi pozdéjsi validaci
spravnosti a pfesnosti se vSak ukdzalo, Zze kvantitativni vyhodnoceni kynureninu,
tryptofanu a serotoninu neni pii téchto koncentracich mozné. Pro validaci dalSich
parametrt byl u téchto tii latek jako limit kvantifikace pouzit vzdy druhy bod kalibra¢ni

kiivky. Pro kynurenin se jedna o koncentraci 15 ng/ml, pro tryptofan a serotonin 5 ng/ml.
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5.5.3 Linearita

Pro stanoveni linearity byla pouzita metoda kalibracni kiivky. Pro kazdou latku
bylo hodnoceno minimalné pét roztokl riznych koncentraci. Jako nejniz$i koncentrace

slouzil pro jednotlivé analyty jejich limit kvantifikace zjiStény pii hodnocenti citlivosti.

Tab. 15 Hodnoty kalibracni primky pro kynurenin

Koncentrace | Plocha
[ng/ml] piku
6,3 474
10 559
15 695
25 1176
50 2404
100 5106
250 12831
500 25726
30000
25000
s 20000
=
[« 3
8 15000
8
2 10000
5000
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Koncentrace [ng/ml]

Obr. 15 Graf zavislosti plochy piku kynureninu na jeho koncentraci

Regresni rovnice: y = 51,475x - 31,851
Koeficient determinace: R? = 0,9999

Koeficient korelace: R = 0,9999
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Tab. 16 Hodnoty kalibracni primky pro tryptofan

Koncentrace [ng/ml]

Koncentrace | Plocha
[ng/ml] piku
1,5 12261
5 39045
10 90916
15 134806
25 185384
50 448062
100 887236
250 2220538
2500000
2000000
=]
= 1500000
o
©
=
8 1000000
(=%
500000
0
0 50 100 150 200 250 300

Obr. 16 Graf'zavislosti plochy piku tryptofanu na jeho koncentraci

Regresni rovnice: y = 8907,8x - 6019

Koeficient determinace: R? = 0,9997

Koeficient korelace: R = 0,9998
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Tab. 17 Hodnoty kalibracni primky pro serotonin

Koncentrace  Plocha
[ng/ml] piku
0,2 5894
5 156460
10 332055
15 515452
25 856559
50 1782628
100 3481373
250 9068623

10000000
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6000000

4000000

Plocha piku

2000000

0 50 100 150 200 250 300
Koncentrace [ng/ml]

Obr. 17 Graf zavislosti plochy piku serotoninu na jeho koncentraci

Regresni rovnice: y = 36265x - 38608
Koeficient determinace: R? = 0,9998

Koeficient korelace: R = 0,9999
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Tab. 18 Hodnoty kalibracni primky pro kyselinu kynurenovou

Koncentrace | Plocha
[ng/ml] piku
13,4 1158
15 1059
25 1734
50 4129
100 10211
250 28725
500 60008
70000
60000
50000
2
S 40000
2
S 30000
o
20000
10000
0
0 50 100 200 250 300 350 400 450 500 550

Koncentrace [ng/ml]

Obr. 18 Graf zavislosti plochy piku kyseliny kynurenové na jeji koncentraci

Regresni rovnice: y = 121,88x - 1311,5
Koeficient determinace: R? = 0,9992

Koeficient korelace: R = 0,9996
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Tab. 19 Hodnoty kalibracni primky pro kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovou

Koncentrace  Plocha
[ng/ml] piku
2,9 21890
5 29950
10 67532
15 99929
25| 176700
50 | 351446
100 | 721710
250 | 1871496
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600000

300000

0
0 50 100 150 200 250 300

Koncentrace [ng/ml]

Obr. 19 Graf zavislosti plochy piku kyseliny 5-hydroxyindol-3-octové na jeji

koncentraci

Regresni rovnice: 7498,1x - 11589
Koeficient determinace: R? = 0,9998
Koeficient korelace: R = 0,9999

Zaver: Bylo prokazano, ze danéd metoda je linedrni. Hodnoty korela¢nich koeficienti jsou

pro vSechny latky vyssi nez 0,999.
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5.5.4 Spravnost a piresnost

Jako plochy pikii vnéjsich standardii (ES) byly pro vypocty pouzity hodnoty ziskané

pii hodnoceni linearity (kapitola 5.5.3). Pro kynurenin a kyselinu kynurenovou to byly

plochy pikd o koncentraci 100 ng/ml, pro tryptofan, serotonin a kyselinu
5-hydroxyindol-3-octovou plochy pikl o koncentraci 50 ng/ml.
Tab. 20 Stanoveni spravnosti a presnosti pro kynurenin
Koncentrace | Plocha piku Pomér ploch ng::;ﬁ::e Odchylka A RSD
[ng/ml] Kyn Kyn/ES [ng/ml] [%] [%o]
850 0,17 16,65
871 0,17 17,06
15 899 0,18 17,61 11,11 4,14
815 0,16 15,96
820 0,16 16,06
13902 2,72 272,27
13834 2,71 270,94
250 13904 2,72 272,31 8,26 0,68
13680 2,68 267,92
13778 2,70 269,84
28033 5,49 549,02
28070 5,50 549,75
500 28343 5,55 555,09 10,45 0,51
28335 5,55 554,94
28207 5,52 552,43
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Tab. 21 Stanoveni spravnosti a presnosti pro tryptofan

Vypocitana

Koncentrace | Plocha piku Pomér ploch Odchylka RSD
(ng/ml] Trp Trp/ES koncentrace (%] [%]
[ng/ml]
39441 0,09 4,40
41186 0,09 4,60
5 39591 0,09 4,42 -10,98 1,87
39398 0,09 4,40
39813 0,09 4,44
430091 0,96 47,99
433818 0,97 48,41
S0 435358 0,97 48,58 = -3,66 0,86
433070 0,97 48,33
425964 0,95 47,53
2276786 5,08 254,07
2260435 5,04 252,25
250 2280696 5,09 254,51 1,18 0,52
2252137 5,03 251,32
2263401 5,05 252,58
Tab. 22 Stanoveni sprdavnosti a presnosti pro serotonin
Koncentrace | Plocha piku Pomér ploch Xg::ec;ﬁ::e Odchylka A RSD
[ng/ml] 5-HT 5-HT/ES [ng/mi] [%] [%]
173040 0,10 4,85
173906 0,10 4,88
5 170230 0,10 4,77 -2,20 1,99
174775 0,10 4,90
179738 0,10 5,04
1777551 1,00 49,86
1749246 0,98 49,06
50 1775454 1,00 49,80 | -0,87 0,71
1774711 1,00 49,78
1758815 0,99 49,33
8891024 4,99 249,38
8838333 4,96 247,90
250 8867276 4,97 248,71 | -0,68 0,40
8866273 4,97 248,69
8797888 4,94 246,77
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Tab. 23 Stanoveni spravnosti a presnosti pro kyselinu kynurenovou

Koncentrace | Plocha piku Pomér ploch Zgg::;i:::e Odchylka RSD
[ng/ml] KynAc KynAc/ES [ng/ml] [%] [%]
1333 0,13 13,05
1569 0,15 15,37
13,4 1466 0,14 14,36 7,20 9,00
1626 0,16 15,92
1340 0,13 13,12
27313 2,67 267,49
27313 2,67 267,49
250 26556 2,60 260,07 6,20 1,23
27035 2,65 264,76
27328 2,68 267,63
53420 5,23 523,16
53028 5,19 519,32
500 54533 5,34 534,06 5,55 1,18
54234 5,31 531,13
54234 5,31 531,13

Tab. 24 Stanoveni sprdavnosti a presnosti pro kyselinu 5-hydroxy-3-indoloctovou

Koncentrace | Plocha piku Pomér ploch Zg;?::;i:::e Odchylka RSD
[ng/ml] 5-OHI3Ac 5-OHI3Ac/ES [%] [%]
[ng/ml]
18797 0,05 2,67
18473 0,05 2,63
29 17101 0,05 2,43 9,84 4,20
18388 0,05 2,62
19134 0,05 2,72
357675 1,02 50,89
358059 1,02 50,94
50 352835 1,00 50,20 2,26 1,35
364684 1,04 51,88
363603 1,03 51,73
1743543 4,96 248,05
1754520 4,99 249,61
250 1747504 4,97 24862 -041 0,26
1753547 4,99 249,48
1750976 4,98 249,11

Zaver: Ziskané odchylky vyhovuji hodnotdm pro stanoveni spravnosti. Relativni

smérodatné odchylky analyzovanych vzorkli vyhovuji limitim pro stanoveni piesnosti.
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5.5.5 Opakovatelnost

Tab. 25 Stanoveni opakovatelnosti pro kynurenin

Koncentrace ¢ a
Kyn [ng/ml| Plocha piku Kyn RSD [%]
15 819 816 810 819 862 2,53
250 13274 13421 13443 13386 13693 1,15
500 28108 28159 28069 28121 28097 0,12
Tab. 26 Stanoveni opakovatelnosti pro tryptofan
SOLCEIUETE Plocha piku Tr RSD [%]
Trp [ng/ml] P P °
5 40928 40130 40965 40681 40609 0,82
50 | 412287 | 427045 | 429946 421233 | 429968 1,17
250 | 2230743 | 2222243 | 2241206 | 22223574 | 2259503 0,69
Tab. 27 Stanoveni opakovatelnosti pro serotonin
LG e Plocha piku 5-HT RSD [%]
5-HT [ng/ml] R °
51 171738 | 173478 | 170450 169409 | 169031 1,06
50 | 1714508 | 1715993 | 1719551 1725947 | 1704664 0,45
250 | 8979713 | 8967023 | 8935373 8928717 | 8961200 0,24
Tab. 28 Stanoveni opakovatelnosti pro kyselinu kynurenovou
Koncentrace Plocha piku KynAc RSD [%]
KynAc [ng/ml] P y °
13,4 1339 1350 1439 1382 1248 5,16
250 27307 28109 27824 26942 27194 1,74
500 54643 54001 54441 53681 54501 0,74
Tab. 29 Stanoveni opakovatelnosti pro kyselinu 5-hydroxyindol-3-octovou
Koncentrace Plocha piku 5-OHI3Ac RSD [%]
5-OHI3Ac [ng/ml] [ °
2,9 18340 19092 17898 18454 18824 2,48
50 | 332365 | 340727 | 337681 342987 | 337874 1,18
250 | 1752791 | 1756717 | 1732048 1713207 | 1752338 1,06

Zaver: Namétené relativni smérodatné odchylky odpovidaji hodnotam pro validaci

opakovatelnosti.
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5.5.6 Stabilita

Stabilita vzorki byla sledovana v autosampleru pfi teploté 8 °C. Analyza byla

provadéna v Casech to, t1 =20 h at, =44 h.

Tab. 30 Stanoveni stability pro kynurenin

Koncentrace Plocha piku Odchylka | Odchylka
[ng/ml] t1 [%] t2 [%]
to t t2
819 816 840 -0,37 2,56
15 816 828 782 1,47 4,17
857 850 846 0,82 -1,28
13274 13273 13552 -0,01 2,09
250 13421 13406 13721 -0,11 2,24
13171 13024 13144 -1,12 -0,20
28108 27706 27551 -1,43 -1,98
500 28159 26991 27788 -4,15 -1,32
28839 28433 28309 -1,41 -1,84

Tab. 31 Stanoveni stability pro tryptofan

Koncentrace Plocha piku Odchylka | Odchylka
[ng/ml] t1 [%] t2 [ %]
to t t;
40928 42427 42398 3,66 3,59
5 40130 40055 43002 -0,19 7,16
41528 43375 43961 4,45 5,86
412287 417021 410999 1,15 -0,31
50 427045 429340 417273 0,54 2,29
406904 404080 379460 -0,69 -6,74
2230743 2301433 2238937 3,17 0,37
250 2222243 2245085 2245795 1,03 1,06
2174897 2083243 1924475 -4,21 -11,51
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Tab. 32 Stanoveni stability pro serotonin

Koncentrace Plocha piku Odchylka | Odchylka
[ng/ml] t1 [%o] t2 [%]
to t t
171738 166614 164487 -2,98 -4,22
5 173478 175111 162879 0,94 -6,11
174853 167149 167367 -4,41 -4,28
1714508 1658413 1604417 -3,27 -6,42
50 1715993 1720267 1622979 0,25 -5,42
1691463 1645403 1647382 -2,72 -2,61
8979713 8920132 8812160 -0,66 -1,87
250 8967023 8928305 8630254 0,43 -3,76
8791024 8613418 8580005 -2,02 -2,40
Tab. 33 Stanoveni stability pro kyselinu kynurenovou
Koncentrace Plocha piku Odchylka | Odchylka
[ng/ml] t1 [%] t2 [%]
to t; t
1339 1361 1198 1,64 -10,53
13,4 1350 1329 1691 -1,56 25,26
1350 1363 1197 0,96 -11,33
27307 27649 53816 1,25 -1,07
250 28109 28497 52888 1,38 1,96
28905 29873 51741 3,35 1,64
54643 27015 52963 -1,51 -3,07
500 54001 28660 51277 -2,06 -5,04
53830 29379 51392 -3,88 -4,53
Tab. 34 Stanoveni stability pro kyselinu 5-hydroxy-3-indoloctovou
Koncentrace Plocha piku Odchylka | Odchylka
[ng/ml] t1 [%] t2 [%]
to t; t
18340 18283 19664 -0,31 7,22
2,9 19092 17339 19523 -9,18 2,26
18547 18840 17604 1,58 -5,08
332365 325367 310593 -2,11 -6,55
50 340727 313407 331610 -8,02 -2,68
357340 323461 335811 -9,48 -6,02
1752791 1763087 1816822 0,59 3,65
250 1756717 1793113 1809727 2,07 3,02
1797576 1802435 1744987 0,27 -2,93

58




Zaver: Vzorky jsou pfi teploté 8 °C stabilni i po 44 hodinach (odchylka t> < [15] %).
Vyjimkou je kyselina kynurenova v koncentraci 13,4 ng/ml (LOQ), pro kterou byla
stabilita prokdzana pouze po 20 hodinach. Divodem je nestabilita Krebsova zivného
roztoku, ve kterém se v Case eluce kyseliny kynurenové zac¢ina po 44 hodinach tvofit pik,

a je tak znemoznéna kvantifikace analytu.

59



5.6 Shrnuti vysledku validace

Tab. 35 Validacni parametry pro kynurenin

Selektivita prokazana
. . y=51,475x - 31,851
Linearita R = 0,9999
Spravnost v rozmezi 108,26 % — 111,11 %
Presnost RSD =1,78 %

Opakovatelnost | RSD = 1,27 %
t1=95,85% - 101,47 %
t2=95,83 % — 102,56 %

Stabilita

Tab. 36 Validacni parametry pro tryptofan

Selektivita prokazéana
. . y =8907,8x - 6019
Linearita R =0,9998
Spravnost v rozmezi 89,02 % — 101,18 %
Presnost RSD =1,08 %

Opakovatelnost | RSD = 1,09 %
t1=95,79 % — 104,45 %
t, = 88,49 % — 107,16 %

Stabilita

Tab. 37 Validacni parametry pro serotonin

Selektivita prokazana

. . y =36265x - 38608
Linearita R = 0,9999
Spravnost v rozmezi 97,80 % — 99,32 %
Piesnost RSD =1,03 %

Opakovatelnost | RSD = 0,59 %
t1 = 95,59 % — 100,94 %
t2 =93,58 % — 98,13 %

Stabilita

Tab. 38 Validacni parametry pro kyselinu kynurenovou

Selektivita prokézana
. . y=121,88x - 1311,5
Linearita R =0,9996
Spravnost v rozmezi 105,55 % — 107,20 %
Presnost RSD =3,80 %

Opakovatelnost | RSD =2,55 %

t1=96,12 % — 103,35 %
t2 = 88,67 % — 125,26 %

Stabilita
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Tab. 39 Validacni parametry pro kyselinu 5-hydroxy-3-indoloctovou

Selektivita prokazana

. . y =7498,1x - 11589
Linearita R =0,9999
Spravnost v rozmezi 90,16 % — 102,26 %
Presnost RSD=1,94 %

Opakovatelnost | RSD = 1,57 %
t1=90,52 % — 101,58 %

Stabilita tr=93,45 % — 107,22 %

5.7 Hodnoceni melatoninu

V ptipadé, ze by mél byt hodnocen i melatonin, byla vyvinuta metoda
s gradientovou eluci. Melatonin byl detekovan pomoci fluorescen¢niho detektoru;
Ex/Em: 307/395 nm; tr (Mel) = 14,3 min. Celkové doba analyzy byla 21 minut. Ostatni

parametry metody zlstaly zachovany.

Tab. 40 Gradient vyvinuté metody

Cas [min] MF A [%] = MF B [%)]

0,00 - 7,00 100 0
7,00 - 8,00 100 — 82 0— 20
8,00 - 16,00 80 20
16,00 - 17,00 | 80 — 100 20 — 0
17,00 - 21,00 100 0
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Obr. 20 Shora dolii chromatogram standardu a blanku, pritok 0,5 ml/min; UV
detekce; tr (Kyn) = 2,7 min; tr (KynAc) = 6,5 min
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fluorescencni detekce; tr (Trp) = 4,7 min; tr (5-HT) = 5,8 min;
tr (5-OHI3Ac) = 7,8 min; tr (Mel) = 14,3 min
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6 ZAVER

V této diplomové praci byla vyvinuta HPLC metoda pro hodnoceni tryptofanu
ajeho metabolith (serotoninu, kynureninu, kyseliny kynurenové a kyseliny
5-hydroxindol-3-octové). Prob&hla optimalizace chromatografickych podminek a bylo
oveéfeno, ze parametry dané metody splnuji pozadavky na zamyslené analytické pouziti.

V teoretické cCasti byly uvedeny poznatky o analyzovanych latkach, jejich
metabolismu, vlastnostech a vyznamu jejich dals§iho zkouméani. Dale byly v teoretické
¢asti shrnuty informace o vysokoucinné kapalinové chromatografii. V experimentalni
¢asti byly popséany zakladni postupy piipravy mobilni faze a roztokl pro validaci metody
a byl zde uveden prub¢h optimalizace chromatografickych podminek.

Parametry vyvinuté metody jsou uvedeny v kapitole 5.4.

V experimentalni ¢asti byly mimo jiné prozkoumany moznosti pro stanoveni
kyseliny chinolinové, u niz se ukézalo, Ze vykazuje minimdlni retenci pfi jakychkoli
zkousenych podminkach. Doslo se navic k zavéru, Ze jeji spektrofotometrické detekce je
velmi malo citliva. Pro hodnoceni melatoninu musela byt vyvinuta metoda s gradientovou
eluci z divodu jeho vyssi lipofility v porovnani s ostatnimi analyzovanymi latkami.

Metoda vyvinutd pro stanoveni tryptofanu, kynureninu, kyseliny kynurenové,
serotoninu a kyseliny 5-hydroxyindol-3-octové byla validovana dle oficidlnich smérnic.
Valida¢ni parametry zahrnovaly selektivitu, citlivost, linearitu, spravnost, pfesnost,
opakovatelnost a stabilitu. Sledované parametry vyhovovaly pozadavkim stanovenym

oficialnimi smérnicemi.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

5-HT

5-OHI3Ac

ACN

Em

EMA

ES

Ex

FaF UK v HK

FDA

HPLC

HILIC

ICH

ID

IDO

IEC

IgE

IS

Serotonin (5-hydroxytryptamin)

Kyselina 5-hydroxyindol-3-octova

Acetonitril

Emise (Emission)

Evropska 1€kova agentura (European Medicines Agency)
Vn¢éjsi standard (External standard)

Excitace (Excitation)

Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug

Administration)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance

Liquid Chromatography)

Hydrofilni interakéni chromatografie (Hydrophylic Interaction

Chromatography)

Smérnice Mezinarodni konference pro harmonizaci (7he
International Council for Harmonisation of Technical

Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)
Vnitini pramér (Internal diameter)
Indolamin 2,3-dioxygenasa

Iontoveé vyménna chromatografie (lon Exchange

Chromatography)
Imunoglobulin E

Vnitini standard (Internal standard)
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KMO Kynurenin monooxygenasa

Kyn Kynurenin

KynAc Kyselina kynurenova

LLOQ Spodni limit kvantifikace (Lower limit of quantification)

LOQ Limit kvantifikace (Limit of quantification)

Mel Melatonin

MeOH Methanol

MF Mobilni faze

MS Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

NAD" Nikotinamidadenindinukleotid

NADP* Nikotinamidadenindinukleotid fosfat

NMDA N-metyl-D-aspartat

NMR Nuklearni magneticka rezonance (Nuclear magnetic resonance)

NP-LC Chromatografie na normalni tazi (Normal-phase liquid
chromatography)

Obr. Obrazek

PDA Detektor diodového pole (Photodiode-array detector)

PEG Polyethylenglykol

PFP Pentafluorofenylpropyl

RP-LC Chromatografie na reverzni fazi (Reversed-phase liquid
chromatography)

RSD Relativni smérodatna odchylka
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SEC Molekulova vylu€ovaci chromatografie (Size exclusion

chromatography)
SF Stacionarni faze
Tab. Tabulka
TDO Tryptofan 2,3-dioxygenasa
tr Retencni Cas
Trp Tryptofan
Uuv Ultrafialovy (Ultraviolet)
VIS Oblast viditelného spektra (Visible spectrum)
Zr. Zivny roztok
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